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Vpliv inzulina in adrenalina na uravnavanje z AMP aktivirane protein kinaze 
(AMPK) v kulturi skeletnomišičnih celic  
Uvod: Pri uravnavanju normalne koncentracije glukoze v krvi sodelujejo skeletne mišice, 
presnovno eno najbolj aktivnih tkiv in pomembno mesto od inzulina odvisnega privzema 
glukoze po obroku. Za ohranjanje energijske homeostaze je pomembna z AMP aktivirana 
kinaza (AMPK). AMPK je tudi zanimiva tarča za razvoj novih oblik zdravljenja 
inzulinske rezistence in sladkorne bolezni tipa 2, saj njena aktivacija izboljša homeostazo 
glukoze. Namen: AMPK se aktivira alosterično in s fosforilacijo Thr172 na katalitični 
podenoti α, medtem ko fosforilacija Ser485 njeno aktivnost zmanjša. Namen naloge je 
bil preveriti, kako inzulin in adrenalin vplivata na delovanje AMPK oziroma 
farmakoloških aktivatorjev AMPK v skeletnomišičnih celicah. Hipoteze: 1) Inzulin 
zmanjša aktivnost AMPK v skeletnomišičnih celicah L6 tako, da zavre fosforilacijo 
AMPKα Thr172 in spodbudi fosforilacijo AMPKα Ser485. 2) Adrenalin poveča aktivnost 
AMPK v skeletnomišičnih celicah L6, saj spodbudi fosforilacijo AMPKα Thr172 in zavre 
fosforilacijo AMPKα Ser485. 3) Inzulin zmanjša, adrenalin pa poveča učinke aktivatorja 
AMPK A-769662 na fosforilacijo AMPKα Thr172 in Ser485. 4) Neposredni in posredni 
farmakološki aktivatorji AMPK v skeletnomišičnih celicah L6 povečajo fosforilacijo 
Thr172 in hkrati zmanjšajo fosforilacijo Ser485 na podenoti AMPKα. 5) Adrenalin kljub 
aktivaciji AMPK zmanjša bazalni in z inzulinom spodbujen privzem glukoze v 
skeletnomišičnih celicah L6. Metode: Uravnavanje AMPK smo raziskovali na podganji 
skeletnomišični celični liniji L6. Z metodo prenosa western smo analizirali fosforilacijo 
AMPKα Thr172 in Ser485. Aktivnost AMPK smo določili posredno, z analizo 
fosforilacije acetil-CoA karboksilaze (Ser79), ki je neposredna tarča AMPK. Privzem 
glukoze v celice smo izmerili s [3H]-2-deoksiglukozo. Rezultati: Potrdili smo prvo 
hipotezo, saj je inzulin spodbudil fosforilacijo AMPKα Ser485, zavrl fosforilacijo 
AMPKα Thr172 in zmanjšal aktivnost AMPK. V nasprotju z drugo hipotezo je imel 
adrenalin na fosforilacijo in aktivnost AMPK podobne učinke kot inzulin. Tretjo hipotezo 
smo podprli le delno, saj je predhodna stimulacija z inzulinom in adrenalinom zmanjšala 
učinke A-769662 na fosforilacijo AMPKα Thr172, vendar povečala učinke A-769662 na 
fosforilacijo AMPKα Ser485. Večina testiranih farmakoloških aktivatorjev je stimulirala 
fosforilacijo AMPKα Thr172, a na fosforilacijo AMPKα Ser485 niso imeli vpliva 
oziroma so jo celo povečali, kar je v nasprotju s četrto hipotezo. Peto hipotezo smo 
zavrgli, saj je adrenalin povečal bazalni in z inzulinom spodbujen privzem glukoze. 
Zaključek: Naši rezultati kažejo, da adrenalin in inzulin na uravnavanje AMPK in 
privzem glukoze v skeletnomišičnih celicah L6 delujeta podobno in da nekateri 
farmakološki aktivatorji hkrati povečajo fosforilacijo AMPKα Thr172 in AMPKα 
Ser485, kar kaže na obstoj številnih regulacijskih signalnih poti, ki lahko predstavljajo 
nove možnosti za razvoj novih oblik zdravljenja sladkorne bolezni tipa 2. 




Effect of insulin and adrenaline on regulation of AMP activated protein kinase 
(AMPK) in cultured skeletal muscle cells  
Background: Skeletal muscles, metabolically one of the most active tissues, and an 
important site of insulin-dependent postprandial glucose uptake, are involved in 
maintaining normoglycaemia. For maintaining energy homeostasis is important AMP 
activated protein kinase (AMPK). AMPK is also a promising target for the development 
of new therapies for insulin resistance and type 2 diabetes, as activated enhances glucose 
homeostasis Aim: AMPK is activated allosterically and by phosphorylation of Thr172 on 
the catalytic α subunit, while phosphorylation of the Ser485 decreases its activity. Our 
aim was to determine how insulin and adrenaline affect the function of AMPK or AMPK 
pharmacological activators in skeletal muscle cells. Hypotheses: 1) Insulin impairs 
AMPK activity in skeletal muscle cells by suppressing AMPKα Thr172 phosphorylation 
and promoting AMPKα Ser485 phosphorylation. 2) Adrenaline increases AMPK activity 
in skeletal muscle cells, as it stimulates AMPKα Thr172 phosphorylation and inhibits 
AMPKα Ser485 phosphorylation. 3) Insulin decreases while adrenaline increases the 
effects of AMPK activator A-769662 on phosphorylation of AMPKα Thr172 and Ser485. 
4) Direct and indirect AMPK pharmacological activators increase the phosphorylation of 
AMPKα Thr172 and decrease the phosphorylation of AMPKα Ser485 in skeletal muscle 
cells. 5) Adrenaline, despite AMPK activation, reduces basal and insulin-induced glucose 
uptake by L6 skeletal muscle cells. Methods: We investigated the regulation of AMPK 
in the rat skeletal muscle cell line L6. The phosphorylation sites of AMPKα Thr172 and 
Ser485 were analyzed with the Western blot method. Activation of AMPK was estimated 
by measuring phosphorylation of acetyl-CoA carboxylase (Ser79), a direct downstream 
target of AMPK. Glucose uptake in cells was assessed with the [3H]-2-deoxyglucose 
uptake assay. Results: We confirmed the first hypothesis, as insulin stimulated AMPKα 
Ser485 phosphorylation, inhibited AMPKα Thr172 phosphorylation and decreased 
AMPK activity. In contrast to the second hypothesis, adrenaline had similar effects on 
phosphorylation and AMPK activity as insulin. The third hypothesis was only partially 
supported, as prior stimulation with insulin and adrenaline reduced the effects of A-
769662 on AMPKα Thr172 phosphorylation but increased the effects of A-769662 on 
AMPKα Ser485 phosphorylation. Most of the tested pharmacological activators 
stimulated the phosphorylation of AMPKα Thr172, but they did not affect or even 
incrased the AMPKα phosphorylation, which is contrary to the fourth hypothesis. We 
rejected the fifth hypothesis because adrenaline increased basal and insulin-induced 
glucose uptake in L6 skeletal muscle cells. Conclusion: Our results highlight that 
adrenaline and insulin act similarly on regulation of AMPK and glucose uptake in L6 
skeletal muscle cells and that some pharmacological activators simultaneously increase 
phosphorylation of AMPKα Thr172 and AMPKα Ser485, indicating existence of multiple 
regulatory signalling pathways that may present new opportunities for the development 
of new strategies for treatment of type 2 diabetes. 
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SEZNAM UPORABLJENIH KRATIC IN SIMBOLOV  
 
2-DG   2-deoksiglukoza (angl. 2-deoxy-d-glucose) 
ACC   acetil-CoA karboksilaza (angl. acetyl-CoA carboxylase) 
ADP   adenozin difosfat (angl. adenosine diphosphate) 
AICAR  AICA ribonukleozid ali 5-aminoimidazol-4-karboksamid ribozid (angl. 5-
aminoimidazole-4-carboxamide ribonucleoside) 
AID   avtoinhibitorna domena (angl. autoinhibitory domain) 
Akt   protein kinaza Akt ali protein kinaza B (angl. protein kinase B) 
AMP   adenozin monofosfat (angl. adenosine monophosphate) 
AMPK z adenozin monofosfatom aktivirana protein kinaza (angl. 5' adenosine 
monophosphate-activated protein kinase) 
aPKC  atipična izooblika protein kinaze C (angl. atypical protein kinase C) 
AS160  substrat kinaze Akt 160 kDa ali TBC1D4 (angl. Akt substrate of 160 kDa) 
ATP   adenozin trifosfat (angl. adenosine triphosphate)  
BCA   bikinkoninična kislina (angl. bicinchoninic acid) 
BSA  goveji serumski albumin (angl. bovine serum albumin) 
CaMKKβ  od kalcija in kalmodulina odvisna protein kinaza β (angl. calcium-
/calmodulin-dependent kinase kinase 2) 
cAMP   adenozin 3'-5'-ciklični monofosfat (angl. cyclic adenosine monophosphate) 
CBM   modul za vezavo ogljikovih hidratov (angl. carbohydrate-binding module) 
CBS   domena cistationin beta-sintaze (angl. cystathionine-beta-synthase domain) 
CoA   koencim A (angl. coenzyme A) 
CPT-1  karnitin palmitoiltransferaza 1 (angl. carnitine palmitoyltransferase I) 
CREB  vezavni protein za odzivni element za cAMP (angl. cAMP response element-
binding protein) 
DAG  diacilglicerol ali diglicerid (angl. diacylglycerol, diglyceride) 
DMSO  dimetilsulfoksid (angl. dimethyl sulfoxide) 




DPP4   dipeptidil peptidaza-4 (angl. dipeptidyl peptidase 4) 
ECL  ojačana kemiluminiscenca (angl. enhanced Chemiluminescence) 
ERK1/2 z zunajceličnim signalom regulirana kinaza (angl. extracellular signal-
regulated kinase) 
FBS   fetusni serum goveda (angl. fetal bovine serum) 
GAP   GTPazo aktivirajoči protein (angl. GTPase activating protein) 
GDP   gvanozin difosfat (angl. guanosine diphosphate) 
GLUT4 glukozni prenašalec tipa 4 (angl. glucose transporter type 4) 
GPCR  družina z G-proteini sklopljenih receptorjev (angl. G protein-coupled 
receptors) 
GSK3   glikogen sintaza kinaza 3 (angl. glycogen synthase kinase 3) 
GTP   gvanozin trifosfat (angl. guanosine-5'-triphosphate) 
HEPES  4-(2-hidroksietil)-1-piperazinetansulfonska kislina (angl. 4-(2-hydroxyethyl)-
1-piperazineethanesulfonic acid) 
HRP   hrenova peroksidaza (angl. horseradish peroxidase) 
IDF       Mednarodna diabetična zveza (angl. International Diabetes Federation) 
IgG   imunoglobulin G (angl. immunoglobulin G) 
IL-6   interlevkin-6 (angl. interleukin 6) 
IRS  substrat receptorja za inzulin (angl. insulin receptor substrates) 
ITM   indeks telesne mase  
LKB1   jetrna kinaza B1 (angl. liver kinase B1) 
MAPK z mitogenom aktivirana protein kinaza (angl. mitogen activated protein 
kinase) 
MEM   rastni medij (angl. minimal essental medium) 
MK   maščobne kisline  
MO25  mišji protein 25 (angl. mouse protein 25) 
mTORC2 kompleks mehanistične tarče rapamicina (angl. mechanistic ali mammalian 
target of rapamycin 2) 
NADH  nikotinamid adenin dinukleotid (angl. nicotinamide adenine dinucleotide) 




PBS   fosfatni pufer z NaCl (angl. phosphate-buffered saline) 
PDK1 od fosfoinozitida-odvisna protein kinaza 1 (angl. phosphoinositide-dependent 
kinase 1) 
PI3K fosfoinozitid 3-kinaza ali fosfatidilinozitol 3-kinaza (angl. phosphoinositide 
3-kinase or Phosphatidylinositol 3-kinase) 
PIP2 fosfatidilinozitol 4,5-bisfosfat (angl. phosphatidylinositol (4,5)-bisphosphate) 
PIP3 fosfatidilinozitol 3,4,5-trisfosfat (angl. phosphatidylinositol (3,4,5)-
trisphosphate) 
PKA  protein kinaza A (angl. protein kinase A) 
PKB   protein kinaza B ali Akt (angl. protein kinase B) 
PKC   protein kinaza C (angl. protein kinase C) 
PP1  protein fosfataza 1 (angl. protein phosphatase 1) 
PP2A   protein fosfataza 2A (angl. protein phosphatase 2A) 
PP2C   protein fosfataza 2C (angl. protein phosphatase 2C) 
PVDF   poliviniliden diflourid 
RTK   družina receptorjev tirozin kinaz (angl. receptor tyrosine kinases) 
SB2   sladkorna bolezen tipa 2 
SD   standardni odklon (angl. standard deviation) 
SDS   natrijev dodecil sulfat (angl. sodium dodecyl sulfate) 
STRAD adapter, povezan s STE (angl. STE20-related adaptor) 
TAK1  s transformirajočim rastnim faktorjem β aktivirana kinaza 1 (angl. 
transforming growth factor-β-activated kinase 1) 
TBC1D1 GTPazo aktivirajoči protein TBC1D1 (angl. Tre-2/BUB2/cdc 1 domain 
family) 
TBST  fiziološka raztopina s Tris pufrom in Tween-20 (angl. tris buffered saline with 
tween) 
TLR4  Tollu podoben receptor 4 (angl. toll-like receptor 4) 
TZD   tiazolidindion (angl. thiazolidinedione) 
ZMP  5-aminoimidazol-4-karboksamid ribonukleotid 




Skeletne mišice so naše največje tkivo s širokim spektrom aktivnosti – omogočajo 
gibanje, vzdrževanje telesne drže in so eno najbolj presnovno aktivnih tkiv. Med drugim 
so mišice glavno mesto od inzulina odvisnega privzema glukoze po obroku, zaradi česar 
so pomembne za ohranjanje normalne koncentracije glukoze v krvi in energijske 
homeostaze celega telesa [1, 2]. Neposredni vir energije za krčenje mišic ter kemična 
povezava med anabolnimi in katabolnimi presnovnimi procesi v celici je adenozin 
trifosfat (ATP). Njegovo obnavljanje je z energijskega vidika osrednja točka metabolizma 
[2]. Glavni celični energijski senzor, ki ob dejanskem ali grozečem pomanjkanju ATP 
aktivira signalne in presnovne poti za uravnavanje proizvodnje in porabe energije, je z 
adenozin monofosfatom (AMP) aktivirana protein kinaza (AMPK) [1-3]. AMP nastaja 
pri hidrolizi ATP oziroma adenozin difosfata (ADP). Ker je relativna sprememba v 
koncentraciji AMP pri porabi ATP precej večja kakor sprememba v koncentraciji ATP 
ali ADP, je AMP boljši oziroma bolj občutljiv signal za spremembe v energijskem statusu 
celice. AMPK je serin/treoninska protein kinaza, ki med drugim nadzoruje metabolizem 
lipidov, glukoze, funkcijo mitohondrijev in rast celic [3, 4]. 
1.1 Struktura AMPK 
AMPK je heterotrimerni proteinski kompleks, sestavljen iz katalitične α in dveh 
regulatornih podenot - β in γ. Podenoti α in β imata dve izoobliki (α1, α2 in β1, β2), 
podenota γ pa tri (γ1, γ2 in γ3) [2]. Pri sesalcih so tako našli dvanajst različnih 
heterotrimerov kompleksa AMPK. Čeprav so različne izooblike podenot znane že vrsto 
let, še danes ni popolnoma znan biološki pomen vseh heterotrimerov [4, 5]. Izražanje 
izooblik je tkivno-specifično in v človeških skeletnih mišicah so na primer prisotne le 
nekatere kombinacije heterotrimerov - α2β2γ1, α2β2γ3 in α1β2γ1 [2]. To kaže, da imajo 
heterotrimeri AMPK tkivno specifične funkcije.  
Izoobliki katalitične podenote α sta zapisani v genih PRKAA1 (izooblika α1) in PRKAA2 
(izooblika α2). Podenota α1 se izraža v praktično vseh tkivih, medtem ko je podenota α2 
v večji meri prisotna v celicah skeletnih mišic. Na N-koncu katalitične podenote je 
domena serin treonin kinaze, kjer se nahaja pomemben treoninski ostanek na mestu 172 
(Thr172) (slika 1). Gre za glavno aktivacijsko mesto, saj se ob njegovi fosforilaciji 
aktivnost AMPK poveča za več kot 100-krat [1, 2, 4]. Kinazni domeni na podenoti α 
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sledita avtoinhibitorna domena (AID) ter povezovalni peptid – α-zanka, ki AID poveže s 
C-končno domeno (βγ-vezavna domena) (slika 1). Na tej domeni se v regiji 50-55 
aminokislin (t.i. ST-zanka) nahaja še eno pomembno regulatorno fosforilacijsko mesto – 
Ser485 (slika 1). C-končna domena α-podenote je pomembna za tvorbo heterotrimernega 
kompleksa αβγ. C-končna domena podenote β, ki jo kodira eden izmed genov PRKAB 
(PRKAB1 ali PRKAB2) se poveže s C-končno domeno podenote α in γ. Na podenoti β se 
nahaja modul za vezavo ogljikovih hidratov (angl. carbohydrate-binding module, CBM) 
(slika 1) [2, 4]. Čeprav funkcija tega modula še ni popolnoma pojasnjena, se predvideva, 
da je AMPK sposobna zaradi te domene zaznati zalogo glikogena in delovati kot senzor 
za zalogo glukoze v mišici [6]. Geni PRKAG 1-3 zapisujejo tri izooblike podenote γ, 
sestavljene iz štirih zaporednih domen cistationin β-sintaze (CBS, slika 1). Tandem CBS 
domen tvori strukturo z imenom domena Bateman (slika 1). CBS domene vežejo bodisi 
AMP, ADP ali ATP. Mesto CBS2 ni zasedeno, vezava AMP na mesto CBS4 ima 
strukturno vlogo, vezava AMP na CBS3 pa uravnava aktivacijo AMPK [2, 7-9]. 
 
Slika 1: Struktura heterotrimernega kompleksa AMPK in funkcije posameznih domen. Prirejeno po [2, 4]. 
1.2 Uravnavanje aktivnosti AMPK  
Aktivacija AMPK se uravnava alosterično in s posttranslacijskimi modifikacijami – 
fosforilacijo, acetilacijo, miristoilacijo, sumoilacijo in ubikvitinacijo [4]. Najbolj 
preučena mehanizma aktivacije AMPK sta alosterična aktivacija z vezavo AMP na CBS 
domeno podenote γ ter glavni način aktivacije - fosforilacija Thr172 podenote α [10]. 
Trenutno so znane tri kinaze, ki fosforilirajo AMPKα Thr172. Prva, za katero so dokazali, 
da je aktivna tudi in vivo, je tumor-supresorska jetrna kinaza B1 (angl. liver kinase B1, 
LKB1) (slika 2) [11]. Študije na miškah z izbitim genom za LKB1 so pokazale, da je 
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LKB1 glavni aktivator AMPK v večini tkiv, tudi skeletnih mišicah [12]. LKB1 je 
konstitutivno aktivna samo kot kompleks z dvema podenotama – adapter, povezan s STE 
(angl. STE20-related adaptor, STRAD) in mišji protein 25 (angl. mouse protein 25, 
MO25). Druga pomembna kinaza, ki lahko fosforilira AMPKα Thr172 je od kalcija in 
kalmodulina odvisna protein kinaza β (angl. calcium-/calmodulin-dependent kinase 
kinase 2, CaMKKβ) (slika 2) [13]. Slednja se aktivira z dvigom citosolne koncentracije 
kalcijevih ionov [Ca2+], kar je posebno pomembno pri s hormoni posredovani 
signalizaciji. CaMKKβ ima v primerjavi z LKB1 nižjo bazalno aktivnost [13]. Thr172 
lahko fosforilira tudi s transformirajočim rastnim faktorjem β aktivirana kinaza 1 (angl. 
transforming growth factor-β-activated kinase 1, TAK1), a fiziološki pomen aktivacije 
AMPK s TAK1 še ni povsem jasen [14].  
Vezava AMP na podenoto γ ima tri učinke, ki sinergistično aktivirajo AMPK: 1) 
alosterična aktivacija [15], 2) stimulacija fosforilacije Thr172 [16] in 3) zaščita pred 
defosforilacijo Thr172 (slika 2) [15]. 
 
Slika 2: Shematski prikaz mehanizmov aktivacije AMPK. Prirejeno po [10, 15-17]. 
1.2.1 Fiziološki aktivatorji  
Do aktivacije AMPK vodijo številni fiziološki dejavniki kot so vadba, pomanjkanje 
glukoze, omejen vnos kalorij, ki jo aktivirajo preko spremenjenega razmerja AMP:ATP 
[10].  
Telovadba in zmanjšan vnos kalorij (kalorijska restrikcija) imata na zdravje številne 
blagodejne učinke. Oba predstavljata za celice energijski stres, za katerega je značilno 
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povečano razmerje AMP:ATP (slika 2) [10]. Krčenje mišic je energijsko zelo potraten 
proces, zato se pri zelo intenzivnih vadbah in/ali dolgotrajnih naporih poraba ATP močno 
poveča. Ob hitrem padcu koncentracije ATP se kopičita AMP in ADP, kar povzroči 
alosterično aktivacijo AMPK in/ali stimulacijo fosforilacije AMPKα Thr172 z LKB1 
[18]. AMPK se med vadbo lahko aktivira tudi preko aktivirane CaMKKβ, saj se pri 
krčenju mišic depolarizirajo T-tubuli, kar spodbudi sproščanje Ca2+ iz sarkoplazemskega 
retikuluma mišičnih celic (slika 2) [17]. Zmanjšan vnos kalorij lahko aktivira AMPK še 
na druge načine - preko povečanega razmerja oksidirane in reducirane oblike nikotinamid 
adenin dinukleotida (NAD+/NADH), znižane koncentracije inzulina v krvi in stimulacije 
adiponektina [17-19]. 
1.2.2 Farmakološki aktivatorji  
Večina farmakoloških aktivatorjev aktivira AMPK z zavrtjem proizvodnje ATP, bodisi 
preko inhibicije oksidativne fosforilacije (metformin, fenformin, galegin, tiazolidindioni 
(TZD), resveratrol, berberin) (slika 3A) ali glikolize (2-deoksiglukoza (2-DG)). 
Posledično se v celici poveča razmerje ADP:ATP in AMP:ATP, kar vodi v aktivacijo 
AMPK. Nekaj farmakoloških aktivatorjev deluje neposredno na AMPK, kot sta na primer 
AICAR in A-769662 [4]. 
Prva odkrita učinkovina, ki je dokazano neposredno aktivirala AMPK v intaktnih celicah 
je analog adenozina – 5-aminoimidazol-4-karboksamid ribozid (AICAR) (slika 3B) [20]. 
AICAR (tudi AICA ribozid ali akadezin) vstopi v celice preko adenozinskih prenašalcev, 
kjer ga adenozin kinaza fosforilira v monofosforiliran nukleotid ZMP (slika 2). ZMP je 
analog AMP in se veže na isto mesto kakor AMP ter ob vezavi na podenoto γ posnema 
učinke AMP. Tako alosterično aktivira AMPK in spodbudi fosforilacijo Thr172 [4, 7]. 
Ker je ZMP manj učinkovit aktivator AMPK kakor AMP, so za aktivacijo AMPK 
potrebne precej višje koncentracije ZMP [21]. AICAR se pogosto uporablja za 
preučevanje učinkov AMPK na metabolizem glukoze in lipidov v skeletni mišici [4, 21]. 
Zaradi znanih stranskih učinkov – aktivacije in inhibicije drugih na AMP občutljivih 
encimov ter slabe biološke razpoložljivosti in vivo, AICAR ni primerna učinkovina za 
klinično uporabo. Prav tako se zaradi njegove nespecifičnosti postopno opušča njegova 
uporaba v raziskovalne namene, saj obstajajo že novejši, bolj specifični analogi AMP 
[22]. Primer take spojine je fosfonatni diester C13 (slika 3B), ki se v celici pretvori v 
spojino C2, ki je dvakrat močnejši aktivator od AMP [21]. 
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Leta 2006 so pri Abbott Laboratories identificirali tienopiridon A-769662 (slika 3C) [4]. 
Gre za alosterični aktivator, ki prosto prehaja v celico in se veže neposredno na AMPK, 
v žepek, ki se nahaja med N-koncem podenote α in domeno CBM na podenoti β (slika 2) 
[4, 7]. Na to mesto se veže tudi salicilat (slika 3C) [4, 21]. A-769662 aktivira AMPK 
heterotrimerne komplekse s podenoto β1 precej bolj kot komplekse s podenoto β2 [21, 
22]. AMPK aktivira na dva načina – alosterično in z zaščito Thr172 pred defosforilacijo 
[4]. A-769662 aktivira AMPK sinergistično z AMP [23]. Za razliko od AICAR (ZMP) je 
A-769662 bolj specifičen in manj vpliva na aktivacijo oz. inhibicijo presnovnih encimov, 
vendar pa je prav tako biološko slabo razpoložljiv. Zato je malo verjetno, da bo uporaba 
A-769662 prešla iz uporabe v laboratoriju v kliniko [21, 24].  
 
Slika 3: Strukture farmakoloških aktivatorjev AMPK, ki delujejo po treh različnih mehanizmih; A) inhibirajo 
mitohondrijsko sintezo ATP; B) delujejo kot prozdravilo in se v aktivno učinkovino pretvorijo znotraj celice; 
C) direktni aktivatorji. Prirejeno po [21]. 
1.2.3 Inaktivacija AMPK 
Do zmanjšane aktivnosti AMPK lahko vodi padec fosforilacije Thr172 - bodisi zaradi 
zmanjšane aktivnosti kinaz (LKB1, CaMKKβ ali TAK1) (slika 4A), bodisi zaradi 
povečane aktivnosti fosfataz (slika 4B). Študije so pokazale, da je glavna fosfataza, 
odgovorna za defosforilacijo Thr172, protein fosfataza 2C (PP2C) [25]. Prav tako lahko 
fosfatno skupino na Thr172 odstranita protein fosfataza 1 (PP1) ter protein fosfataza 2A 
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(PP2A). Do zmanjšane aktivnosti AMPK lahko privede visoka koncentracija ATP v celici 
in posledično zmanjšano razmerje AMP:ATP (slika 4C) ali pa fosforilacija drugega 
regulatornega ostanka na katalitični podenoti (slika 4Č) [10, 21, 26, 27]. Tak primer je 
serinski ostanek na mestu 173 AMPK (Ser173), ki se nahaja tik ob mestu Thr172. Ko 
aktivirana od cikličnega AMP odvisna protein kinaza A (PKA) fosforilira Ser173, 
onemogoči dostop kinazam LKB1 in CaMKKβ do mesta Thr172 in posledično 
fosforilacijo Thr172 ter na tak način inhibira AMPK [28]. Še eno regulatorno mesto je 
serinski ostanek na mestu 485 AMPK (Ser485). Iz literature je znano, da ga fosforilira z 
inzulinom aktivirana kinaza Akt/protein kinaza B (PKB) in tako inhibira fosforilacijo 
AMPKα Thr172 z LKB1 [29]. Akt fosforilira Ser485 v podenoti α1, ekvivalentni ostanek 
v podenoti α2 (Ser491) pa je podvržen avtofosforilaciji. AMPKα Ser485 se fosforilira 
tudi preko z β-adrenergičnim receptorjem stimulirane PKA [30]. 
 
Slika 4: Načini inaktivacije AMPK; A) zmanjšana aktivnost kinaz; B) povečana aktivnost protein fosfataz; C) 
povečano energijsko stanje; Č) fosforilacija regulatornih ostankov na katalitični podenoti; D) vezava glikogena 
na domeno CBM. Puščica označuje aktivacijsko fosforilacijo, črtica defosforilacijo, krogec pa inhibitorno 
fosforilacijo.  
Suzuki in sodelavci so v nedavni študiji pokazali, da je za inhibicijo AMPK preko 
fosforilacije AMPKα Ser485 z Akt potrebna tudi fosforilacija AMPKα Thr479 na 
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podenoti α1, ki ga fosforilira glikogen sintaza kinaza 3 (GSK3) (slika 4Č). To je kinaza, 
ki sodeluje pri uravnavanju sinteze glikogena [31]. Zaradi te fosforilacije velja, da GSK3 
deluje na AMPK inhibitorno, saj zavira neto fosforilacijo Thr172 in spodbuja njeno 
defosforilacijo. AMPK preko fosforilacije Ser485 inhibira tudi protein kinaza C (PKC), 
ki jo aktivira povišana raven fosfolipida – diacilglicerola (DAG) (slika 4C) [32]. 
Inhibitorni učinek na AMPK naj bi imela tudi vezava glikogena na domeno CBM 
podenote β (slika 4D) [6]. 
Mehanizmi inaktivacije AMPK še niso popolnoma znani, ve pa se, da je za različna 
patološka stanja kot so debelost, inzulinska rezistenca, sladkorna bolezen tipa 2 in rak 
značilna ravno zmanjšana aktivnost AMPK [33]. Zaradi tega je raziskovanje in 
poznavanje mehanizmov inhibicije AMPK izrednega pomena. Trenutno se za inhibicijo 
AMPK v celičnih kulturah za raziskovalne namene uporablja farmakološki inhibitor 
AMPK - spojina C, znana tudi kot dorsomorfin. Spojina C je pirazolopirimidinska 
spojina, ki prosto prehaja v celico in deluje kot ATP-kompetitivni inhibitor [4]. Vendar 
pa in vitro presejanje pokazalo, da je spojina C zelo nespecifična in inhibira več kinaz s 
podobno ali celo večjo močjo kakor AMPK [34].  
1.3 Fiziološki pomen AMPK v skeletnih mišicah  
AMPK fosforilira več kot 100 različnih proteinov v različnih tkivih. V skeletnih mišicah 
njena aktivacija spodbudi oksidacijo maščobnih kislin, privzem glukoze v celice in 
biogenezo mitohondrijev, medtem ko zavre sintezo proteinov (slika 5) [2, 4, 7]. AMPK 
na presnovno aktivnost vpliva preko fosforilacije ključnih metabolnih encimov in/ali 
regulatorjev metabolizma ali spreminjanjem njihove razpoložljivosti v celicah [34, 35].  
1.3.1 Oksidacija maščobnih kislin  
Poleg inhibicije maščobnega anabolizma, AMPK aktivira maščobni katabolizem [10]. 
Sintezo maščob regulira z direktno fosforilacijo inhibitornega serinskega ostanka Ser79 
acetil koencim A (CoA) karboksilaze (ACC). ACC je pomemben encim v prvem koraku 
sinteze maščobnih kislin (MK), saj pretvarja acetil-CoA v malonil-CoA (slika 5) [10, 7]. 
Malonil-CoA je alosterični inhibitor karnitin palmitoiltransferaze 1 (CPT-1), encima, ki 
uravnava prehod dolgoverižnih MK v mitohondrij. Fosforilacija ACC zavre sintezo MK 
in preko aktivacije CPT-1 preusmeri njihov transport v mitohondrij za nadaljnjo β-
oksidacijo (slika 5) [10, 36]. Tkivno-specifična ACC se kot izooblika ACC1 nahaja v 
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jetrih in maščobnem tkivu, kjer uravnava sintezo MK, medtem ko v srcu in skeletnih 
mišicah najdemo ACC2, ki uravnava oksidacijo MK [7, 33]. AMPK prav tako spodbudi 
translokacijo prenašalca CD36 na površino membrane in tako poveča privzem MK v 
celico (slika 5) [10].  
 
Slika 5: Fiziološki učinki aktivacije AMPK v skeletni mišici. Prirejeno po [10, 36]. 
1.3.2 Od inzulina neodvisen privzem glukoze  
Druga pomembna fiziološka vloga AMPK v skeletnih mišicah je spodbujanje od inzulina 
neodvisnega privzema glukoze, do katerega pride pri krčenju mišic. AMPK spodbudi 
privzem glukoze akutno (preko stimulacije translokacije prenašalca GLUT4 na površino 
celice) in kronično (s povečanim izražanjem gena za GLUT4) (slika 5) [37]. Privzem 
glukoze lahko poveča tudi preko stimulacije translokacije GLUT1 na membrano [38]. Za 
zlitje mešičkov GLUT4 s plazemsko membrano so potrebni proteini Rab, ki imajo 
GTPazno aktivnost, in njihovi regulatorji (GTPazo aktivirajoči proteini, GAP), med 
katerimi sta tudi TBC1D1 in TBC1D4, znan tudi kot substrat kinaze Akt 160 kDa 
(AS160). Fosforilacija zavre aktivnost TBC1D1 in AS160 ter s tem GTPazno aktivnost 
proteinov Rab, kar omogoči translokacijo GLUT4 na membrano. Ta pot je pomembna 
predvsem pri z inzulinom spodbujenem privzemu glukoze prek Akt, čeprav naj bi bil 
pomemben tudi za od inzulina neodvisen privzem glukoze v skeletne mišice [39]. Tako 
so Treebak in sodelavci dokazali, da v skeletnih mišicah AMPK fosforilira AS160 [40]. 
Med krčenjem mišic AMPK spodbudi privzem glukoze s fosforilacijo in inhibicijo 
TBC1D1, proteina, ki stimulira hidrolizo GTP v proteinih Rab, to pa spodbudi zlitje 
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mešičkov z GLUT4 s plazemsko membrano. V skeletnih mišicah naj bi bila prevladujoča 
oblika TBC1D1 [41]. Podatki kljub temu kažejo, da je za maksimalno translokacijo 
GLUT4 potrebna tako fosforilacija AS160 (TBC1D4) kot TBC1D1 [42]. 
1.4 AMPK – potencialna tarča za zdravljenje presnovnih bolezni  
Skeletne mišice so odgovorne za približno 70-80 -odstotkov z inzulinom posredovanega 
privzema glukoze (ocenjeno med intravensko infuzijo glukoze). Ustrezno odzivanje 
skeletnih mišic na inzulin je tako izrednega pomena za homeostazo glukoze [17]. 
V zadnjem desetletju sta zmanjšana telesna aktivnost na račun razvoja tehnologij, ki 
spodbujajo sedeči življenjski slog, in uživanje prekomernih količin hrane privedla do 
epidemije debelosti, inzulinske rezistence in sladkorne bolezni tipa 2 (SB2). Skupna 
značilnost omenjenih patoloških stanj je zmanjšana aktivnost AMPK, kar je posledica 
kopičenja glukoze, MK in aminokislin [43]. Visok nivo glukoze inhibira AMPK preko 
mehanizmov, neodvisnih od spremembe razmerja AMP:ATP. Zaradi visoke 
koncentracije glukoze pride do kopičenja DAG, PKC, ki fosforilira serinski ostanek 
Ser485 na katalitični podenoti α ter zmanjša aktivnost AMPK [10, 32]. Visoke 
koncentracije glukoze prav tako vodijo v kopičenje glikogena in aktivacijo PP2A [10]. 
Nenazadnje visoke ravni aminokislin (predvsem razvejanih) inhibirajo AMPK preko 
povečanja ravni ATP [32, 35]. Spremljevalec prekomerne prehranjenosti je tudi 
hiperinzulinemija, ki AMPK inhibira preko aktivirane Akt [17]. 
Ugotovitve, da aktivacija AMPK spodbudi privzem glukoze v skeletne mišice neodvisno 
od inzulina, spodbudi oksidacijo maščobnih kislin, uravnava delovanje mitohondrijev, 
avtofagijo in hkrati zavira vnetje in sintezo maščobnih kislin, daje podlago za razvoj 
aktivatorjev AMPK za zdravljenje presnovnih motenj, kot je SB2 [7].  
1.4.1 Debelost 
Svetovna zdravstvena organizacija (WHO) definira debelost kot bolezensko stanje, za 
katerega je značilen presežek telesne maščobe, ki se je nakopičila do te mere, da lahko 
škodljivo vpliva na zdravje in skrajšuje pričakovano življenjsko dobo. Debelost imajo 
osebe, katerih indeks telesne mase (ITM) – tj. razmerje med maso v kg in kvadratom 
višine v metrih presega 30 kg/m2 [44]. Pri debelosti se v tkivih poveča privzem MK in 
njihova esterifikacija, kar vodi v shranjevanje bioaktivnih lipidov, kot so ceramidi, DAG 
in acil-CoA. Ti lipidi prispevajo k aktiviranju vnetnih serin/treonin kinaz, kot je npr. PKC 
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[10, 45]. Zaradi zmanjšane aktivnosti AMPK in drugih mehanizmov se v skeletnih 
mišicah zmanjša tudi oksidacija MK [33]. 
1.4.2 Inzulinska rezistenca 
Inzulinska rezistenca je patološko stanje, za katerega sta značilni zmanjšana občutljivost 
oziroma odzivnost tkiv na inzulin. Pri tem gre predvsem za zmanjšanje presnovnih 
učinkov inzulina v ključnih presnovnih organih oziroma tkivih, kot so skeletne mišice, 
jetra in maščobno tkivo [46]. Inzulinska rezistenca v teh tkivih se na primer kaže kot 
zmanjšana sposobnost inzulina, da spodbudi privzem glukoze v skeletne mišice in 
maščevje oziroma zavre izplavljanje glukoze iz jeter in lipolizo v maščevju [45]. 
Raziskave so pokazale, da so kritični dejavniki, ki vodijo v razvoj inzulinske rezistence 
prekomerna prehranjenost, hiperglikemija ter kopičenje MK in aminokislin v tkivih 
oziroma plazmi [32, 35]. Aktivacija AMPK v skeletnih mišicah zmanjšuje inzulinsko 
rezistenco, kar odpira možnosti za zdravljenje s farmakološkimi aktivatorji AMPK [2, 7].  
1.4.3 Sladkorna bolezen tipa 2 
Sladkorna bolezen tipa 2 (SB2), po starem znana tudi kot »od inzulina neodvisna 
sladkorna bolezen« ali »sladkorna bolezen odraslih«, je presnovni sindrom, ki se razvije 
kot posledica inzulinske rezistence in motenega izločanja inzulina [43, 47]. SB2 je najbolj 
pogosta oblika sladkorne bolezni (80-90 -odstotkov), ki je eden največjih zdravstvenih 
izzivov sodobnega časa. Po podatkih mednarodne diabetične zveze (angl. International 
Diabetes Federation, IDF) so v letu 2019 zabeležili 463 milijonov oseb s sladkorno 
boleznijo, starih med 20 in 79 let, obenem ima tveganje za razvoj SB2 še 374 milijonov 
ljudi [48]. SB2 lahko (tako kot druge oblike sladkorne bolezni), zlasti ob nepravočasnem 
oziroma neustreznem ukrepanju, vodi v številne kronične zaplete, kot so srčno-žilne 
bolezni, slepota, odpoved ledvic, okvara perifernih živcev (nevropatija) in amputacija 
noge [32, 35]. Poleg genetskih dejavnikov je največji dejavnik tveganja za razvoj SB2 
debelost. K nastanku prispeva tudi telesna neaktivnost, ki vodi v nastanek inzulinske 
rezistence v skeletnih mišicah [47]. Inzulinska rezistenca v skeletnih mišicah, ki nastane 
kot posledica kombinacije genetskih dejavnikov, debelosti in/ali telesne neaktivnosti, je 
verjetno prva okvara na poti do SB2 [43, 47]. S povečanim izločanjem inzulina organizem 
sprva še kompenzira zmanjšan privzem glukoze, vendar pride do postopnega izčrpanja in 
propada celic kar pa vodi v postopni propad celic β Langerhansovih otočkov. Izločanje 
inzulina postane postopoma nezadostno glede na stopnjo glikemije [47]. Skeletne mišice 
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so zaradi hiperinzulinemije, hiperglikemije in dislipidemije vedno bolj odporne na 
delovanje inzulina in metabolno neprožne. Ob postopnem popuščanju delovanja celic β 
so inzulinsko rezistentne mišice vedno manj sposobne privzeti ter presnoviti glukozo [43, 
47]. V mišicah se kopičijo MK, trigliceridi oziroma njihovi presnovki, kar poslabša 
inzulinsko rezistenco preko kopičenja DAG in aktivacije PKC. Neustrezna aktivacija 
PKC namreč oslabi inzulinsko signalno pot preko fosforilacije substrata receptorja za 
inzulin (angl. insulin receptor substrates, IRS-1/2). Ob kopičenju MK se lahko razvije 
vnetje zaradi neustrezne aktivacije Tollu podobnega receptorja 4 (angl. toll-like receptor 
4, TLR4) [10].  
Za zdravljenje SB2 obstaja veliko učinkovin - metformin, sulfonilsečnine, inhibitorji 
dipeptidil peptidaze-4 (DPP-4), tiazolidindioni, inhibitorji α-glukozidaze, inzulin 
oziroma njegovi analogi, analogi glukagonu podobnega peptida-1 (GLP-1) in zaviralci 
glukoznih prenašalcev SGLT2 [49]. Obstoječa zdravila niso zadostno učinkovita ali pa 
njihov učinek ni trajen, nekatera imajo tudi hude neželene učinke - hipoglikemija, 
povečana teža, edemi, zlomi, laktacidoza in pojav preobčutljivosti prebavil, zato je velika 
potreba po razvoju novih načinov zdravljenja sladkorne bolezni. Potencialna 
farmakološka tarča, ki bi lahko zaobšla zgoraj omenjene težave je AMPK [4, 7, 10]. 
Aktivacija AMPK namreč zmanjšuje inzulinsko rezistenco, spodbuja od inzulina 
neodvisen privzem glukoze v mišice in zavira izplavljanje glukoze iz jeter. 
1.5 Vloga inzulina in adrenalina v skeletni mišici  
Glavna naloga presnovnih hormonov je ohranjanje normoglikemije - konstantno 
ohranjanje ravni glukoze v ozkem območju, kljub velikim nihanjem pri vnosu in presnovi 
glukoze, lipidov ter proteinov. Inzulin in adrenalin sta med najpomembnejšimi 
presnovnimi hormoni in k ohranjanju homeostaze glukoze pomembno prispevata z 
uravnavanjem presnovnih procesov v skeletnih mišicah [50, 51].  
1.5.1 Inzulin in od inzulina odvisna signalna pot  
Inzulin je glavni anabolni hormon. Gre za hormon z dvema polipeptidnima verigama, ki 
sta med seboj povezani z disulfidnima vezema. Sintetizirajo ga celice β Langerhansovih 
otočkov trebušne slinavke kot odgovor na povečano koncentracijo glukoze v krvi. Med 
najpomembnejšimi učinki inzulina so spodbujanje privzema glukoze ter sinteze 
glikogena in proteinov v skeletnih mišicah [49, 52]. 
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Delovanje inzulina (od inzulina odvisna kaskada) se prične po njegovi vezavi na 
inzulinski receptor na površini celice. Vezava inzulina aktivira receptor in s tem sproži 
kaskado fosforilacij znotraj celice [50, 53]. Inzulinski receptor je transmembranski 
heterotetramerni glikoprotein iz družine receptorjev tirozinskih kinaz (RTK) [52]. 
Sestavljen je iz dveh zunajceličnih α podenot in dveh transmembranskih β podenot z 
znotrajcelično tirozin-kinazno domeno. Vezava inzulina na receptor povzroči 
konformacijsko spremembo, ki omogoči avtofosforilacijo in s tem aktivacijo tirozin-
kinaznih domen [52, 54]. Fosforilacija tirozinskih ostankov IRS omogoči vezavo 
fosfatidilinozitol 3-kinaze (PI-3K) (slika 6). IRS-1 in homologni protein IRS-2 sta zelo 
pomembni tarči inzulina v uravnavanju homeostaze glukoze in lipidov [50]. PI3K je 
sestavljena iz regulatorne podenote p85 in katalitične podenote p110, ki fosforilira in 
pretvori fosfatidilinozitol 4,5-bisfosfat (PIP2) v fosfatidilinozitol 3,4,5-trisfosfat (PIP3) 
[50]. PIP3 ima funkcijo znotrajceličnega obveščevalca in aktivira od fosfoinozitida-
odvisno protein kinazo (PDK), ki fosforilira in stimulira dva razreda serin/treonin kinaz 
– kinazo Akt (PKB) in atipično izoobliko protein kinaze C (aPKC) (slika 6) [54, 55]. 
 
Slika 6: Od inzulina odvisna signalna pot. Prirejeno po [52, 54].  
Aktivirana Akt (slika 6) fosforilira serinske ali treoninske ostanke proteinov, ki so 
udeleženi v uravnavanje metabolizma glukoze, lipidov in proteinov. Prva odkrita tarča 
Akt je bila GSK3, ki uravnava sintezo glikogena [55], danes pa je znano, da ima še 
številne druge funkcije. Akt je aktivna, kadar je fosforilirana na dveh aminokislinskih 
ostankih - na treoninskem ostanku kinazne domene (Thr308) in serinskem ostanku C-
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končne domene (Ser473). Akt na mestu Thr308 fosforilira PDK, medtem ko je za 
fosforilacijo Ser473 odgovoren kompleks 2 mehanistične tarče rapamicina (angl. 
mechanistic/mammalian target of rapamycin complex 2, mTORC2) [55, 56]. 
Po vezavi inzulina na inzulinski receptor se lahko aktivira tudi druga dobro opredeljena 
signalna pot – Ras/Raf/MEK/ERK1/2 ali z mitogenom aktivirana protein kinazna 
(MAPK) pot (slika 6) [54]. 
1.5.2 Od inzulina odvisen privzem glukoze  
Stimulacija privzema glukoze v celice je bila ena prvih odkritih bioloških funkcij inzulina 
z največjim učinkom na skeletne mišice in maščevje [50]. V fizioloških razmerah inzulin 
stimulira privzem glukoze z aktivacijo kanonične poti IRS-PI3K-Akt, ki vodi v 
fosforilacijo ter inaktivacijo AS160 (TBC1D4), ki v aktivni obliki preprečuje 
translokacijo prenašalca GLUT4 na površino membrane (slika 6) [10]. Inhibicija AS160 
z inzulinom tako spodbudi translokacijo GLUT4 iz znotrajceličnih mešičkov na površino 
celice ter posledično poveča privzem glukoze [57, 58]. 
1.5.3 Adrenalin in od adrenalina odvisna signalna pot  
Adrenalin ali epinefrin je hormon, ki ga izloča sredica nadledvične žleze in v presnovnem 
smislu deluje tako, da zviša koncentracijo glukoze v krvi [59]. Adrenalin se običajno 
sprošča med akutnim stresom, njegovi stimulatorni učinki pa okrepijo in pripravijo 
posameznika na »boj ali beg« [50, 59]. Prav tako kot inzulin uravnava energijsko 
presnovo v mišicah, jetrih in maščevju [50]. 
Presnovni učinki adrenalina so predvsem sproščanje uskladiščenih zalog ogljikovih 
hidratov in lipidov za zadostitev večjim energijskim potrebam celic, ki so podvržene 
akutnemu in kroničnemu stresu [50, 59]. Obenem adrenalin zavre sproščanje inzulina. 
Posredni kot tudi neposredni učinki adrenalina se kažejo po vezavi na enega od α- ali β-
adrenergičnih receptorjev – α1, α2, β1, β2 ali β3. Izražanje adrenergičnih receptorjev je 
tkivno-specifično [50]. V plazemski membrani skeletnomišičnih vlaken se v večini 
nahajajo β-adrenergični receptorji [60]. β-adrenergični receptor je transmembranski 
protein s sedmimi transmembranskimi vijačnicami iz družine z G-proteini sklopljenih 
receptorjev (GPCR). Po vezavi adrenalina na zunajcelično domeno receptorja pride do 
konformacijske spremembe receptorja, ki v podenoti α sklopljenega G-proteina stimulira 
sprostitev GDP in vezavo GTP, kar aktivira G-protein (slika 7) [59]. Vezava GTP 
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povzroči razpad G-proteina na podenoto α in dimer βγ, pri čemer podenota α disociira in 
stimulira adenilat ciklazo (slika 7) [50, 59]. Adenilat ali adenilil ciklaza je 
transmembranski protein, ki katalizira pretvorbo ATP v adenozin 3'-5'-ciklični 
monofosfat (cAMP). cAMP deluje kot sekundarni obveščevalec in njegova povečana 
celična koncentracija med drugim alosterično aktivira PKA [50, 59, 61]. 
 
Slika 7: Od adrenalina odvisna signalna pot. Prirejeno po [59, 62]. 
Aktivirana PKA nadalje fosforilira serinske in treoninske ostanke številnih metabolnih 
encimov, ionskih kanalčkov, transkripcijskih faktorjev in strukturnih proteinov v skeletni 
mišici [50]. Zelo pomembna aktivnost z adrenalinom aktivirane PKA je fosforilacija in 
inhibicija glikogen sintaze (GS) in s tem inhibicija glikogeneze (slika 7) [60]. Prav tako 
PKA preko aktivacije fosforilaze kinaze fosforilira in aktivira glikogen fosforilazo, kar 
spodbudi glikogenolizo v skeletni mišici (slika 7) [60]. PKA lahko difundira v jedro, kjer 
fosforilira vezavni protein za odzivni element za cAMP (CREB) na serinskem ostanku 
133 (Ser133) (slika 7). Ta protein je jedrski transkripcijski faktor, ki se kot homodimer 
veže na specifična zaporedja DNA. Vpleten je v uravnavanje celične proliferacije, 




2. NAMEN DELA IN HIPOTEZE  
Skeletne mišice so presnovno eno najbolj aktivnih tkiv pri človeku. Zaradi velikega 
privzema in porabe glukoze so pomembne za homeostazo glukoze v telesu in posledično 
pomembna tarča pri zdravljenju inzulinske rezistence in SB2. Aktivacija AMPK v 
mišicah zmanjša inzulinsko rezistenco in poveča od inzulina neodvisen privzem glukoze, 
zaradi česar bodo farmakološki aktivatorji AMPK morda uporabni za zdravljenje SB2. 
Vezava AMP ali direktnih farmakoloških aktivatorjev spodbudi aktivacijo AMPK 
alosterično oziroma s povečanjem fosforilacije Thr172 katalitične podenote α. Poleg 
aktivacijskega fosforilacijskega mesta Thr172 ima AMPK tudi inhibicijska 
fosforilacijska mesta. Še posebej zanimivo fosforilacijsko mesto je Ser485 na podenoti α, 
ki ga uravnava inzulin, vendar je njegova funkcija v skeletni mišici še relativno slabo 
raziskana. Z boljšim razumevanjem uravnavanja in funkcije AMPK v skeletni mišici bi 
tako lahko pripomogli k odkritju novih načinov zdravljenja omenjenih bolezni.  
Namen naše naloge je preučiti, kako presnovna hormona inzulin in adrenalin vplivata na 
delovanje AMPK oziroma farmakoloških aktivatorjev AMPK v skeletni mišici. Za 
preučevanje molekularnih mehanizmov v skeletni mišici bomo uporabili enega od 
standardnih in vitro modelov za preučevanje metabolizma v skeletni mišici – podganjo 
skeletnomišično celično linijo L6.  
V nalogi bomo preverili naslednje hipoteze:  
1. Inzulin zmanjša aktivnost AMPK v skeletnomišičnih celicah L6 tako, da zavre 
fosforilacijo Thr172 in spodbudi fosforilacijo Ser485 na podenoti AMPKα. 
2. Adrenalin poveča aktivnost AMPK v skeletnomišičnih celicah L6 tako, da 
spodbudi fosforilacijo Thr172 in zavre fosforilacijo Ser485 na podenoti AMPKα. 
3. Inzulin zmanjša, adrenalin pa poveča z A-769662 spodbujeno aktivacijo AMPK 
v skeletnomišičnih celicah L6. 
4. Neposredni in posredni farmakološki aktivatorji AMPK v skeletnomišičnih 
celicah L6 povečajo fosforilacijo Thr172 in hkrati zmanjšajo fosforilacijo Ser485 
na podenoti AMPKα. 
5. Adrenalin kljub aktivaciji AMPK zmanjša bazalni in z inzulinom spodbujen 
privzem glukoze v skeletnomišičnih celicah L6. 
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Obrazložitev hipotez:  
1. Anabolni signali kot je inzulin zmanjšajo aktivnost AMPK preko fosforilacije 
mesta AMPK Ser485 na podenoti AMPKα v različnih tkivih – adipocitih [29], 
kardiomiocitih [63] in gladkih mišičnih celicah [64]. Predvidevamo, da bo inzulin 
tudi v skeletnomišičnih celicah L6 spodbudil fosforilacijo AMPKα Ser485, zavrl 
fosforilacijo Thr172 in tako zmanjšal aktivnost AMPK.  
2. Adrenalin je katabolni hormon, ki na uravnavanje presnove deluje ravno obratno 
kakor inzulin. Adrenalin je v adipocitih povečal fosforilacijo AMPKα Thr172, 
aktiviral AMPK in stimuliral fosforilacijo ACC Ser79, direktno tarčo AMPK ter 
tako prispeval k maksimalni lipolizi [61]. Zato predvidevamo, da bo aktiviral 
AMPK preko spodbujene fosforilacije AMPKα Thr172 tudi v skeletnomišičnih 
celicah L6. 
3. Neposredni farmakološki aktivator A-769662 aktivira AMPK alosterično in z 
zaščito Thr172 pred defosforilacijo [4, 21]. Predvidevamo, da bo njegove učinke 
na aktivacijo AMPK zmanjšal inzulin, saj bo v skeletnomišičnih celicah L6 zavrl 
fosforilacijo AMPKα Thr172 in spodbudil fosforilacijo AMPKα Ser485. Za 
adrenalin predvidevamo ravno obratno - da bo učinke A-769662 na fosforilacijo 
AMPKα Thr172 in Ser485 povečal, saj bo v skeletnomišičnih celicah L6 
adrenalin spodbudil fosforilacijo AMPKα Thr172, fosforilacijo AMPKα Ser485 
pa zmanjšal. 
4. Fosforilacija Thr172 na podenoti AMPKα je glavni način aktivacije AMPK, saj 
aktivnost AMPK poveča za približno 100-krat [15]. Tudi alosterična aktivacija 
AMPK vodi do spodbujene fosforilacije mesta Thr172 ali njegove zaščite pred 
defosforilacijo [4]. Na podlagi znanih mehanizmov posrednih in neposrednih 
farmakoloških aktivatorjev AMPK predvidevamo, da bodo spodbudili 
fosforilacijo AMPKα Thr172 v skeletnomišičnih celicah L6 in hkrati zavrli 
inhibicijsko fosforilacijo AMPKα Ser485.  
5. Adrenalin je v presnovnem smislu antagonist inzulina, ki v razmerah in vivo 
povečuje izplavljanje glukoze iz jeter in zmanjšuje porabo plazemske glukoze [50, 
60], zato predvidevamo, da se bo pod vplivom adrenalina privzem glukoze v 
skeletnomišičnih celicah L6 zmanjšal kljub aktivaciji AMPK.   
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3. MATERIALI IN METODE  
Vse poskuse in večino analiz smo izvedli v Laboratoriju za molekularno nevrobiologijo 
na Inštitutu za patološko fiziologijo na Medicinski fakulteti Univerze v Ljubljani. Eno od 
analiz smo izvedli še na Inštitutu za farmakologijo in eksperimentalno toksikologijo na 
Medicinski fakulteti Univerze v Ljubljani. Raziskovalno delo je potekalo v okviru 
projekta J7-8276 in programa P3-0043.  
3.1 Materiali  
3.1.1 Uporabljena oprema, kemikalije in učinkovine  
Za delo smo uporabili opremo, navedeno v preglednici 1. Vse uporabljene kemikalije so 
navedene v preglednici 2, v preglednici 3 pa so naštete učinkovine, s katerimi smo tretirali 
naše celice.  
Preglednica 1: Uporabljena laboratorijska oprema. 
OPREMA PROIZVAJALEC UPORABA 
avtomatski števec celic 
Countess II FL 
Thermo Fischer Scientific, 
Waltham, Massachusetts, 
ZDA 
avtomatsko štetje celic 




denzitometer GS-800 in 
program Quantity One 1-D 
Analysis Software 
Bio-Rad Laboratories, 
Hercules, Kalifornija, ZDA 
skeniranje in denzitometrična 
analiza filmov 





inkubator za celične linije 
Heracell™ 




invertni mikroskop s kamero 
Zeiss Axiovert 25 
Zeiss,  
Jena, Nemčija 
kontrola in slikanje celic 
laminar LFVP 12 
Iskra Pio, 
 Šentjernej, Slovenija 





shranjevanje učinkovin in vzorcev 
pipete 
Gilson,  
Lewis Center, Ohio, ZDA 
pipetiranje volumnov od 1 do 1000 
uL 
elektronski pripomoček za 
serološke pipete Brand accu-
jet pro 
BrandTech Scientific Inc., 
Essex, Connecticut, ZDA 




pH meter MP220 pH in 
elektroda InLab Expert Pro-
ISM 
Mettler Toledo, Columbus, 
Ohio, ZDA 
merjenje pH  
posoda za gojenje celičnih 
kultur (75 cm2) 
Sarstedt, 
 Nümbrecht, Nemčija 
gojenje celic 
plošče z 12 vdolbinicami 








membrana za prenos 
reagenti in naprava za 
razvijanje filmov Curix 60 
Agfa HealthCare®, 
Greenville, Južna Karolina, 
ZDA 
razvijanje filmov 
scintilacijski števec MicroBeta 
TriLux 
Perkin Elmer, Waltham, 
Massachusetts, ZDA 
merjenje radioaktivnosti vzorcev 
sistem za elektroforezo 
(BioRad Criterion Cell) 
Bio-Rad Laboratories, 
Hercules, Kalifornija, ZDA 
gelska elektroforeza 
 
sistem za prenos western 
(BioRad Criterion Blotter) 
Bio-Rad Laboratories, 
Hercules, Kalifornija, ZDA 








Škofja Loka, Slovenija 
stresanje membran med 
blokiranjem, spiranjem ter 
inkubacijo v primarnih in 
sekundarnih protitelesih 
tehtnici AB54-S in P1210N 








mikrotitrske ploščice Epoch 
BioTek analiza absorbance 






VWR Scientific, Trevor, 
Wisconsin, ZDA 













100-odstotna ocetna kislina 
Honeywell,  
Seelze, Nemčija 
priprava 5-odstotne (v/v) 




aktivacija membran PVDF, 
priprava pufra za prenos  
1 M HCl 
1 M NaOH 
MerckKgaA,  
Darmstadt, Nemčija 
uravnavanje pH raztopin 
Aquasol-2 
Perkin Elmer, Waltham, 
Massachusetts, ZDA 
scintilacijska tekočina 
Criterion XT Bis-Tris geli in 
XT MES pufer 
 
Bio-Rad Laboratories, Hercules, 
Kalifornija, ZDA 
ločevanje proteinov po 
velikosti z gelsko 
elektroforezo 
ECL reagenta 1 in 2 
Pierce, Thermo Fischer Scientific, 
West Palm Beach, Florida, ZDA 
detekcija s kemiluminiscenco 
 
kompletni medij MEM-α z 
nukleozidi 
Gibco, Thermo Fischer Scientific, 
Waltham, Massachusetts, ZDA 
gojenje celic 
medij MEM-α brez 
nukleozidov 
Gibco, Thermo Fischer Scientific, 
Waltham, Massachusetts, ZDA 






določanje velikosti proteinov 
pri prenosu western 
Ponceau S 
Sigma-Aldrich, St. Louis, 
Missouri, ZDA 
barvanje membrane 
posneto mleko v prahu 




Cell Signaling Technology, 
Danvers, Massachusetts, ZDA in 
Santa Cruz Biotechnology, 
(Dallas, Teksas, ZDA). 
 
inkubacija s primarnimi 
protitelesi 
proteinski test Pierce BCA 
Protein Assay Kit 
Thermo Fisher Scientific 
določanje celokupne 
koncentracije proteinov 
sekundarna protitelesa (Anti 
rabbit IgG Antibody HRP) 
Bio-Rad Laboratories, Hercules, 
Kalifornija, ZDA 
 sekundarna protitelesa za 
detekcijo primarnih protiteles 
tripsin 
Gibco, Thermo Fisher Scientific, 











2-deoksiglukoza voda 10 mM 
Alfa Aesar, Ward Hill, 
Massachusetts, ZDA 
A-769662 DMSO 100 μM 
Axon Enterprise, Inc., 
Scottsdale, Arizona, ZDA 
adrenalin (epinefrin) voda 120 nM 
Sigma-Aldrich®, St. Louis, 
Missouri, ZDA 
AICAR PBS 2 mM 
Cayman Chemical Company, 
Ann Arbor, Michigan, ZDA 
citohalazin B DMSO 10 μM 
Sigma-Aldrich®, St. Louis, 
Missouri, ZDA 
H2O2 voda 1 mM 
Merck KGaA, Darmstadt, 
Nemčija 
humani inzulin Actrapid PBS 120 nM 
Novo Nordisk, Bagsvaerd, 
Danska 
ionomicin DMSO 1 μM 
Sigma-Aldrich®, St. Louis, 
Missouri, ZDA 
metformin voda 5 mM 
Merck KGaA, Darmstadt, 
Nemčija 
natrijev salicilat voda 2 mM 
Sigma-Aldrich®, St. Louis, 
Missouri, ZDA 
okadaična kislina DMSO 100 nM 
Merck KGaA, Darmstadt, 
Nemčija 
 
3.2 Kultura podganjih skeletnomišičnih celic L6 
Naš eksperimentalni model za raziskovanje uravnavanja AMPK v skeletni mišici je bila 
podganja skeletnomišična celična linija L6 (ATCC CRL-1458; Manassas, Virginija, 
ZDA). Gre za trajno adherentno celično linijo, pripravljeno iz primarne kulture stegenske 
mišice podgane [65]. Medije in ostale reagente za delo s celičnimi kulturami smo kupili 
pri družbi Thermo Fischer Scientific (preglednica 2). Vse postopke na celicah smo 
izvajali v laminariju, ki s kroženjem zraka skozi filter in zračno zaveso zagotavlja 
aseptične pogoje v notranjosti komore. Tekom dela smo uporabljali namensko zaščitno 
opremo za delo v celičnem laboratoriju - rokavice, haljo ter 70-odstotni etanol za 
razkuževanje. 
L6 mioblasti v kulturi fuzirajo in tvorijo večjedrne cevčice. Sposobnost fuzije celic s 
pasažo upada, zato smo celice gojili le nekaj pasaž (največ 9), potem pa smo jih zavrgli. 
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3.2.1 Shranjevanje celic  
Celice smo hranili v kompletnem mediju s 5 volumskimi odstotki krioprotektanta 
dimetilsulfoksida (DMSO) v posebnih vialah (kriovialah) v tekočem dušiku pri 
temperaturi -196 °C.  
3.2.2 Odmrzovanje  
Celice smo odmrznili v vodni kopeli pri 37 °C in jih nato prenesli v posodo za celične 
kulture s površino 75 cm2, v katero smo predhodno dodali 10 mL kompletnega medija 
MEM-α z nukleozidi, ki je vseboval 10-odstotni (v/v) fetusni serum goveda (FBS), 1-
odstotni (v/v) antibiotik PenStrep (5000 enot/mL penicilina in 5000 μg/mL streptomicina) 
in 0,3-odstotni (v/v) antimikotik Amfotericin B (250 μg/mL). Naslednji dan smo medij v 
flaškah zamenjali s svežim medijem, da smo odstranili DMSO. 
3.2.3 Gojenje 
Celice smo gojili v kompletnem mediju MEM-α z nukleozidi v posodah za celične kulture 
s površino 75 cm2 v inkubatorju s temperaturo 37 °C in navlaženim zrakom s 5 odstotki 
(v/v) CO2. Celice smo spremljali z invertnim mikroskopom in jih, ko so prerasle 80 do 
90 odstotkov celotne površine posode, presadili in pri tem redčili. Če bi celice prerastle 
celotno površino posode, bi prišlo do kontaktne inhibicije in zaustavitve rasti [66]. 
3.2.4 Nasajanje  
Za poskuse smo celice nasadili na mikrotitrske plošče z 12-vdolbinicami. Celicam v 
posodi za celične kulture s površino 75 cm2 smo odstranili kompletni medij, jih sprali z 
10 mL fosfatnega pufra z NaCl (angl. phosphate-buffered saline, PBS; 137 mM NaCl, 
2,7 mM KCl, 10 mM Na2HPO4, 1,8 mM KH2PO4, pH 7,4), jim dodali 1 mL segretega (37 
°C) tripsina ter jih za nekaj minut postavili v inkubator, da smo pospešili tripsinizacijo. Ko 
so se celice v celoti odlepile od podlage (slika 8), smo tripsinizacijo ustavili z dodatkom 
5 mL kompletnega medija (kompletni medij vsebuje serum, v katerem so inhibitorji 
tripsina). Nato smo celice dobro resuspendirali in prešteli z avtomatskim števcem celic 
Countess. Glede na to, koliko celic smo želeli nasaditi v posamezno vdolbinico na 
mikrotitrski plošči z 12-vdolbinicami, smo izračunali potrebni volumen celic in medija. 
Za izračun volumna celic V1 smo se poslužili preproste enačbe: C1 × V1 = C2 × V2 z znano 
koncentracijo tripsiniziranih celic C1, volumnom suspenzije za nasajanje V2 ter 
koncentracijo celic v suspenziji za nasajanje C2. Po prenosu celic na plošče smo plošče 
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prenesli v inkubator in celice inkubirali v kompletnem mediju še en ali dva dni pred 
začetkom diferenciacije. 
 
Slika 8: Primer tripsiniziranih celic, posnetih z invertnim mikroskopom. 
3.2.5 Diferenciacija mioblastov v mišične cevčice  
Po enem ali dveh dneh (odvisno od rasti celic) smo kompletni medij z 10 odstotki (v/v) 
FBS zamenjali s kompletnim medijem z 2-odstotkoma FBS (v/v). Med diferenciacijo, ki 
je trajala 7-10 dni, smo vsak drugi dan zamenjali medij, da so imele celic na voljo dovolj 
hranil.  
3.2.6 Tretiranje celic  
Če so se mioblasti po 7-10 dneh diferenciacije uspešno diferencirali, smo pod 
mikroskopom lahko opazili mišične cevčice (sliki 9A in 9B). Na začetku poskusa smo 
celice sprali s PBS in jim dodali poskusni medij (MEM-α brez nukleozidov, seruma, 
antibiotikov in antimikotika). Poskuse smo izvajali v odsotnosti seruma zato, ker bi 
serum, ki vsebuje različne rastne faktorje, hormone in citokine, lahko vplival na 
opazovane signalne poti [67].  
 
Slika 9: Kultura podganjih skeletnomišičnih celic L6 posneta z invertnim mikroskopom. A) Mioblasti pred 
diferenciacijo; B) Diferencirane podganje mišične cevčice. 
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3.3 Analiza fosforilacije AMPK s prenosom western  
Fosforilacijo AMPK smo analizirali s prenosom western (angl. western blot). Gre za 
pomembno metodo v celični in molekularni biologiji, s katero lahko označimo in 
vizualiziramo specifične proteine ali njihove posttranslacijske modifikacije. Ta metoda 
temelji na uporabi protiteles [68, 69]. S prenosom western smo analizirali fosforilacijo 
AMPKα na mestih Thr172 in Ser485 ter fosforilacijo acetil koencim A karboksilaze 
(ACC, Ser79), ki je neposredna tarča AMPK. Z merjenjem fosforilacije ACC smo ocenili 
aktivnost AMPK. Zaporedni posamezni koraki so prikazani na sliki 10 in so podrobneje 
opisani v podpoglavjih. 
 
Slika 10: Zaporedni koraki metode prenosa western. 
3.3.1 Priprava vzorcev 
Po končanem poskusu smo plošče s celicami prestavili na led, odsesali medij ter celice 2-
krat sprali s hladnim PBS. Celice smo nato lizirali v 150 μL 1-kratnega Laemmlijevega 
pufra, ki smo ga pripravili iz 4-kratnega založnega Laemmljivega pufra, katerega sestava 
je opisana v preglednici 4. Lizate smo prenesli v mikrocentrifugirke in s sonikatorjem 
vzorce homogenizirali s 15-imi pulzi pri 50-odstotni amplitudi in delovnem ciklu 0,5. Za 
popolno denaturacijo proteinov smo homogenizirane vzorce stresali 20 minut pri 60 °C 




Preglednica 4: Sestava 50 mL 4-kratnega Laemmljivega pufra in vloga posameznih kemikalij. 
KEMIKALIJA 
SESTAVA 
(50 mL)  
VLOGA 
β-merkaptoetanol 10 mL reducent, ki prekine disulfidne vezi  
bromfenol modro 0,1 g 
barvilo; olajša spremljanje potovanja proteinov pri 
elektroforezi in nanašanje vzorcev v žepke gela 




anionski detergent, ki močno denaturira proteine in jih 
negativno nabije sorazmerno njihovi masi; tako izniči vpliv 
strukture in naboja proteinov, da se ti ločijo zgolj po velikosti 
polipeptidne verige 
tris-HCl (1,0 M, 
pH 6,8) 
10 mL ustrezen pH za ločevanje proteinov 
destilirana voda do 50 mL topilo 
 
3.3.2 Poliakrilamidna gelska elektroforeza v prisotnosti natrijevega dodecil 
sulfata (angl. sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis, 
SDS-PAGE) 
V elektroforezni sistem BioRad Criterion Cell smo vstavili poliakrilamidni gradientni gel 
(4-12-odstotni) in natočili 1-kratni pufer XT MES, ki smo ga ustrezno pripravili z 
redčenjem 20-kratnega založnega pufra XT MES (slika 11A). Nato smo previdno 
odstranili glavničke in žepke pred nanosom vzorcev na gel 2-krat sprali z 1-kratnim 
pufrom XT MES. V prvi žepek smo nanesli označevalec velikosti, v naslednje žepke pa 
naše vzorce. Elektroforeza je potekala približno 45 minut pri konstantni napetosti 180 V. 
Shema poteka elektroforeze je prikazana na sliki 11B. 
 
Slika 11: A) Naprava BioRad Criterion Cell in gel Criterion XT za SDS-PAGE. Prirejeno po [70]. B) Shema 
gelske elektroforeze. S pipeto napolnimo žepke z vzorci. Razviti in negativno nabiti proteini v elektromagnetnem 
polju potujejo od negativne katode proti pozitivni anodi. Proteini z manjšo molekulsko maso potujejo hitreje in 
posledično dlje od tistih z večjo molekulsko maso [68]. 
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3.3.3 Prenos proteinov na membrano  
Po končani elektroforezi je sledil prenos po velikosti ločenih proteinov iz 
poliakrilamidnega gela na polivinilden difluoridno (PVDF) membrano. Pred pričetkom 
sestavljanja »sendviča« smo membrano PVDF aktivirali v 100-odstotnem metanolu in 
pripravili sistem za prenos BioRad Criterion Blotter, ki smo ga napolnili z ohlajenim 
pufrom za prenos (preglednica 5). Dodali smo tudi magnetno mešalo, hladilni blok in vse 
skupaj postavili v večjo posodo z ledom, da smo med prenosom preprečili pregretje. Vse 
komponente sendviča smo pred sestavljanjem sendviča namočili v pufer za prenos. 
Sendvič smo zlagali v smeri potovanja proteinov, torej od katode proti anodi (slika 12). 
Tako so si v kaseti po vrstnem redu sledili: gobica, filter papir, gel, membrana, filter papir 
ter gobica. Med sestavljanjem sendviča smo pazili, da med membrano in gelom ni bilo 
mehurčkov. Prisotnost zračnih mehurčkov lahko namreč povzroči neenakomeren prenos 
proteinov iz gela na membrano ali neostre pasove proteinov na membrani [68]. Kaseto s 
sendvičem smo nato vstavili v pripravljen sistem za prenos. Prenos proteinov je potekal 
eno uro pri konstantni napetosti 100 V.  
Preglednica 5: Sestava 10-kratnega Tris glicinskega pufra za prenos (1 L), ki smo ga uporabili za pripravo 1-
kratnega delovnega pufra za prenos. 
 
KEMIKALIJA 
10-KRATNA ZALOŽNA RAZTOPINA 
TRIS GLICINSKEGA PUFRA ZA 
PRENOS (1 L) 
glicin 180,2 g 
tris baza 37,9 g 
destilirana voda do 1 L 
KEMIKALIJA 
DELOVNA RAZTOPINA PUFRA ZA 
PRENOS – TRANSFER PUFER (1 L) 
10-kratna založna raztopina tris-glicinskega pufra 100 mL 
100-odstotni metanol 100 mL 
10-odstotni SDS 1 mL 




Slika 12: Shema sestavljenega "sendviča" pri prenosu western. Pod napetostjo negativno nabiti proteini iz gela 
potujejo na membrano v smeri toka; od negativne katode proti pozitivni anodi. Prirejeno po [71]. 
3.3.4 Barvanje z barvilom Ponceau s  
Po končanem prenosu smo membrano najprej sprali v pufru TBST (angl. tris-buffered 
saline with tween), ki smo ga pripravili z redčenjem 20-kratne založne raztopine pufra 
TBS in z dodatkom Tween-a 20 (preglednica 6), nato pa še s 5-odstotno (v/v) ocetno 
kislino. Uspešnost prenosa proteinov in enakomernost nanosa vzorcev smo preverili z 
barvanjem membran z barvilom Ponceau S (Ponceau S: 0,1-odstotni Ponceau S (w/v) v 
5-odstotni (v/v) ocetni kislini), ki se v kislem okolju veže nespecifično na proteine. 
Ponceau S je natrijeva sol diazo barvila, ki je za uporabo zelo enostavna, saj proteine na 
membrani hitro obarva, pri bolj bazičnem pH pa se tudi enostavno razbarva [72]. Rožnato 
ozadje po barvanju z barvilom Ponceau S smo sprali s 5-odstotno (v/v) ocetno kislino. 
Primer membrane, obarvane z barvilom Ponceau S vidimo na sliki 13. Na podlagi 
označevalca velikosti smo membrano razrezali na več trakov. Membrane smo nato 




Preglednica 6: Sestava 20-kratne raztopine pufra TBS (angl. tris-buffered saline) (1L) in pufra TBST (angl. tris-
buffered saline with Tween) (2L). 
 
 
Slika 13: Membrana po barvanju s Ponceau S z vidnim označevalcem velikosti RPN800E na levi strani 
membrane.  
3.3.5 Blokiranje membrane  
Sprane trakove membran smo namočili v 100-odstotni metanol, da bi jih ponovno 
aktivirali, sprali z vodo in nato še s pufrom TBST. Da bi preprečili nespecifično vezavo 
primarnih protiteles v naslednjem koraku, smo membrano blokirali eno uro pri sobni 
temperaturi v 5-odstotni (w/v) suspenziji posnetega mleka v prahu v pufru TBST. Proteini 
iz mleka so med inkubacijo zasedli prosta nespecifična vezavna mesta na membrani [68]. 
3.3.6 Inkubacija membran s primarnimi protitelesi  
Trakove membran smo po blokiranju temeljito sprali s pufrom TBST (3-krat 5 minut), jih 
zapakirali v vrečke in jim dodali 4-5 mL raztopine primarnih protiteles (preglednica 7). 
Primarna protitelesa smo pripravili v pufru za primarna protitelesa (1-kratni TBS, 0,1-
KEMIKALIJA 
20-KRATNA ZALOŽNA RAZTOPINA PUFRA 
TBS (1 L) 
1 M HCl ~ 24 mL (do pH 7.5) 
NaCl 800 g 
tris baza 48,4 g 
destilirana voda do 1 L 
KEMIKALIJA 
1-KRATNA DELOVNA RAZTOPINA PUFRA 
TBST (2 L) 
20-kratna založna raztopina pufra TBS 100 mL 
Tween 20 400 μL 
destilirana voda do 2 L 
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odstotni NaN3 in 0,1-odstotni BSA). Inkubacija je potekala na stresalniku čez noč v hladni 
sobi pri 4 °C. 
3.3.7 Inkubacija membran s sekundarnimi protitelesi in spiranje nevezanih 
sekundarnih protiteles  
Po končani inkubaciji smo trakove membran dobro sprali v pufru TBST (3-krat 5 minut) 
in pripravili ustrezne redčitve (od 1:10.000 do 1:20.000) sekundarnih protiteles v blokirni 
raztopini. Kot sekundarna protitelesa smo uporabili kozja poliklonska protitelesa proti 
kunčjim IgG, konjugirana s hrenovo peroksidazo (angl. horseradish peroxidase, HRP). 
Inkubacija s sekundarnimi protitelesi je potekala eno uro na stresalniku pri sobni 
temperaturi. Po končani inkubaciji s sekundarnimi protitelesi smo trakove membran 
dobro sprali s pufrom TBST (3-krat 10 minut). Spiranje je zelo pomembno, saj se z 













Poliklonsko protitelo proti aktinu (Santa 
Cruz Biotechnology #1616-R) 
1:1500 1:15.000 in 1:20.000 
Monoklonsko protitelo proti fosfo ACC 
(Ser79) 
(Cell Signaling Technology #3661) 
1:1000 1:15.000 in 1:10.000 
Monoklonsko protitelo proti fosfo Akt 
(Ser473) (Cell Signaling Technology #4060) 
1:2000 1:20.000 
Monoklonsko protitelo proti fosfo AMPKα 
(Ser485)/ AMPKα (Ser491) (Cell Signaling 
Technology #4185) 
1:1000 1:15.000 
Monoklonsko protitelo proti fosfo AMPK 
(Thr172) (40H9) (Cell Signaling 
Technology #2535) 
1:1000 1:10.000 in 1:15.000 
Monoklonsko protitelo proti fosfo AS160 
(Ser588) (D8E4) (Cell Signaling Technology 
#8730) 
1:1000 1:20.000 in 1:15.000 
Monoklonsko protitelo proti fosfo CREB 
(Ser133) (87G3) (Cell Signaling Technology 
#9198) 
1:1000 1:15.000 in 1:20.000 
Monoklonsko protitelo proti fosfo ERK1/2 
(Thr202/Tyr204) (D13.14.4E) (Cell 
Signaling Technology #4370) 
1:15.000 1:15.000 in 1:20.000 
Poliklonsko protitelo proti ACC (C83B10) 
(Cell Signaling Technology #3676) 
1:1000 1:10.000 
Poliklonsko protitelo proti AMPK protitelo 
(Cell Signaling Technology ##2532) 
1:1000 1:10.000 in 1:15.000 
 
3.3.8 Detekcija specifičnih proteinov z ojačano kemiluminiscenco  
Spiranju je sledila detekcija označenih proteinov z ojačano kemiluminiscenco (angl. 
enhanced chemiluminescence, ECL) (slika 14). Kemiluminiscentni substrat smo 
pripravili z mešanjem enakih volumnov stabilne raztopine peroksida (reagent 1) in 
raztopine luminola (raztopina 2). Membrane smo inkubirali s substratom 1-2 min, nato 
osušili in prestavili v kasete za detekcijo. Ob stiku substrata s HRP (vezan na sekundarna 
protitelesa) poteče kemijska reakcija. HRP katalizira oksidacijo luminola s peroksidom 
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pri čemer se tvori 3-aminoftalat v vzbujenem energetskem stanju. Ob prehodu v osnovno 
energetsko stanje le-ta odda energijo v obliki fotona z valovno dolžino 425 nm, kar smo 
zajeli na rentgenskem filmu v temnici. Čas ekspozicije smo prilagodili glede na protein, 
ki smo ga želeli detektirati. Princip kemiluminiscenčne reakcije je prikazan na sliki 15. 
 
Slika 14: Shema detekcije z ojačano kemiluminiscenco. Na protein se specifično veže primarno protitelo, na katero 
pa se veže še sekundarno protitelo, konjugirano s hrenovo peroksidazo (HRP). Prirejeno po [73]. 
 
Slika 15: Kemiluminiscenčna reakcija luminola. Pri oksidaciji luminola s peroksidom se tvori energetsko vzbujen 
produkt 3-aminoftalat, ki pa pri prehodu v osnovno energetsko stanje odda energijo v obliki fotonov z valovno dolžino 
425 nm. Prirejeno po [74]. 
Po končani ekspoziciji smo filme razvili z napravo za razvijanje rentgenskih filmov 
CURIX 60 in razvite filme ustrezno označili (oznaka poskusa, datum, detektirani protein, 
položaj velikostnih označevalcev ter čas ekspozicije). Filme smo optično prebrali z 
denzitometrom in nato z računalniškim programom Quantity One 1-D Analysis Software 
analizirali lise na slikah filmov. Po koncu analize smo membrane sprali s TBST in vodo, 
posušili ter zamrznili na -20 °C.  
3.3.9 Ponovna analiza proteinov na predhodno uporabljeni membrani PVDF 
Trakove membran smo reaktivirali v 100-odstotnem metanolu, jih sprali z vodo in TBST 
in jih nato inkubirali 30-60 minut na stresalniku pri 37-50 °C v t. i. »pufru za strippanje« 
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(preglednica 8). Na ta način smo odstranili že vezana primarna protitelesa pred inkubacijo 
z novimi primarnimi protitelesi. Po inkubaciji v »pufru za strippanje« smo trakove 
membran temeljito sprali, najprej v vodi, nato pa še v TBST. Trakove membran smo nato 
blokirali (enako kot zgoraj). Pred inkubacijo z novimi primarnimi protitelesi smo vedno 
izvedli kontrolo »strippinga«, s čimer smo preverili, ali so se prvotna primarna protitelesa 
res odstranila. Kontrolo »strippinga« smo izvedli tako, da smo trakove membran 
inkubirali s sekundarnimi protitelesi (enako kot zgoraj) in nato izvedli detekcijo (enako 
kot zgoraj). Redčitev sekundarnih protiteles za kontrolo je bila enaka redčitvi sekundarnih 
protiteles za analizo naslednjega tarčnega proteina. Filme smo razvili po 45 minutah 
ekspozicije. Če na filmih ni bilo vidnih lis, je bil »stripping« uspešen. Če so bile lise še 
vedno vidne, smo membrane ponovno »strippali«. Po kontroli »strippinga« smo trakove 
membran sprali s TBST in jih za kratek čas blokirali. Nato smo jih sprali s TBST in jih 
inkubirali čez noč v raztopini primarnih protiteles (glej poglavje Inkubacija membran s 
primarnimi in sekundarnimi protitelesi). 
Preglednica 8: Sestava pufra za "strippanje". 
KEMIKALIJA ZALOŽNA RAZTOPINA »SDS STRIPPING« PUFRA (1 L) 
SDS 20 g 
tris baza 7,56 g 
1 M HCl do pH 6,8 
destilirana voda do 1 L 
KEMIKALIJA DELOVNA RAZTOPINA »SDS STRIPPING« PUFRA (10 
ML ZA 1 MEMBRANO) 
β-merkaptoetanol 70 μL 




3.4 Analiza privzema glukoze v kulturi podganjih skeletnomišičnih 
celic L6 
Privzem glukoze v skeletnomišične celice smo določili z radioaktivno označeno 2-
deoksiglukozo (2-DG).  
3.4.1 Privzem glukoze  
Celice smo na koncu poskusa sprali s pufrom HBS (ang. HEPES-buffered saline, HBS; 
140 mM NaCl, 20 mM HEPES, 5 mM KCl, 2,5 mM MgCl2, pH 7,4) in jih nato 10 minut 
inkubirali v HBS z 10 μM 2DG in 1 μCi/ml [3H]-2-DG pri 37 °C. Za določitev 
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nespecifičnega privzema glukoze smo dodali citohalazin B (10 μM), ki inhibira prenos 
glukoze preko glukoznih prenašalcev [75]. Za pozitivno kontrolo smo uporabili AICAR 
(2 mM), saj je znano, da poveča privzem glukoze v skeletnomišične celice L6 [76]. Po 
inkubaciji smo celice prestavili na led in sprali z ledeno-mrzlo fiziološko raztopino (0,9-
odstotni (w/v) NaCl) ali PBS s 25 mM glukozo. Celice smo nato lizirali z 1-odstotnim 
SDS in homogenizirali s soniciranjem. Radioaktivnost vzorcev smo izmerili s 
scintilacijskim števcem MicroBeta TriLux, koncentracijo proteinov pa s testom BCA. 
Privzem 2-DG v celice smo podali kot množino privzete 2-DG v pmol na minuto na maso 
proteinov v mg (2-DG pmol/min/mg proteina).  
3.4.2 Določanje koncentracije proteinov  
Celokupno koncentracijo proteinov v vzorcih smo določili s testom na osnovi 
bikinkoninične kisline (angl. bicinchoninic acid assay, BCA). Dvokomponentni reagent, 
sestavljen iz reagenta A (natrijev karbonat, natrijev bikarbonat, bikinkoninična kislina in 
natrijev tartrat v 0,1 M NaOH) in reagenta B (4-odstotni bakrov sulfat) smo pripravili v 
razmerju A : B = 50 : 1. Test temelji na dveh reakcijah - redukciji Cu2+ do Cu+ v 
prisotnosti proteinov v alkalnem okolju (biuretska reakcija) in kelaciji Cu+ z 
bikinkoninično kislino. Nastali kompleks močno absorbira pri valovni dolžini 562 nm, 
absorbanca pa narašča linearno s koncentracijo proteinov v območju 20-2000 μg/mL. K 
tvorbi obarvanega kompleksa z BCA prispevajo struktura proteinov, število peptidnih 
vezi in prisotnost štirih aminokislin - cisteina, tirozina in triptofana [77].  
Za umeritveno krivuljo smo pripravili standarde iz govejega serumskega albumina (angl. 
bovine serum albumin, BSA) s koncentracijami 125, 250, 500 in 1000 μg/mL. Na 
mikrotitrsko ploščo s 96 vdolbinicami smo v posamezne vdolbinice nanesli 20 μL 
standarda oziroma vzorca (za pripravo glej poglavje 3.3.1) in dodali 200 μL delovne 
raztopine iz reagentov A in B. Ploščo smo inkubirali 30 minut pri 37 °C in nato s čitalcem 
mikrotitrskih ploščic izmerili absorbanco standardov in vzorcev pri valovni dolžini 562 
nm. Koncentracijo proteinov v vzorcih smo izračunali na podlagi umeritvene krivulje. 




Slika 16: Glavni koraki pri določanju koncentracije proteinov. 
3.4.3 Določanje koncentracije privzete glukoze  
Količino v celice privzete glukoze smo določili s scintilacijskim števcem MicroBeta 
TriLux. Ta zaznava β-sevanje, ki ga oddaja radioaktivno označena [3H]-2-DG. 
Tekočinsko scintilacijsko štetje je standardna laboratorijska metoda za kvantitativno 
določanje radioaktivnosti vzorčnega materiala, predvsem β- in α-emitirajočih izotopov 
[78]. V mikrocentrifugirko smo odpipetirali 50 μL celičnega lizata in 1,5 mL univerzalne 
scintilacijske tekočine Aquasol-2, ki vsebuje aromatska topila, scintilatorje in površinsko 
aktivne snovi za vodne vzorce. Mikrocentrifugirke smo nato postavili v scintilacijske 
mikroplošče. Poleg vzorcev smo analizirali tudi standard z znano množino 2-DG. 
Ob razpadu radioaktivne molekule (slika 17) se sprosti energija in vzbudi aromatsko 
molekulo topila, s katere se prenese energija na scintilator. Scintilatorji so snovi, ki 
absorbirajo energijo ionizirajočega sevanja. Pri tem se vzbudijo elektroni, ki ob prehodu 
nazaj v osnovno stanje oddajo za scintilator karakterističen svetlobni pulz. Le-tega zazna 
fotopomnoževalna celica in ga pretvori v električni signal. Scintilacijski števec nam da 
podatek o številu β-razpadov radioaktivnega izotopa na minuto (angl. disintegration per 
minute, DPM). Pri idealnih pogojih svetlobni signal sledi iz vsakega β-razpada [78].  
 
Slika 17: Shema procesa scintilacije. 
Množino 2-DG v vzorcu smo izračunali po enačbi 1, maso proteinov v vzorcu po enačbi 
2 in rezultate privzema glukoze podali kot množino 2-DG na časovno enoto na maso 
proteinov: pmol 2-DG/min/mg proteinov.  
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Enačba 1: Izračun množine 2-DG v posameznem vzorcu. 
𝑛 (2𝐷𝐺 𝑣 𝑣𝑧𝑜𝑟𝑐𝑢) =
𝑠𝑖𝑔𝑛𝑎𝑙 𝑣𝑧𝑜𝑟𝑐𝑎
𝑠𝑖𝑔𝑛𝑎𝑙 𝑠𝑡𝑎𝑛𝑑𝑎𝑟𝑑𝑎 
 𝑥 𝑛(2𝐷𝐺 𝑣 𝑠𝑡𝑎𝑛𝑑𝑎𝑟𝑑𝑢) 
Enačba 2: Izračun mase proteinov v posameznem vzorcu. 
𝑚 (𝑝𝑟𝑜𝑡𝑒𝑖𝑛𝑜𝑣 𝑣 𝑣𝑧𝑜𝑟𝑐𝑢) = 𝑐(𝑝𝑟𝑜𝑡𝑒𝑖𝑛𝑜𝑣 𝑣 𝑣𝑧𝑜𝑟𝑐𝑢)𝑥 𝑉 (𝑣𝑧𝑜𝑟𝑐𝑎) 
 
3.5 Statistična analiza rezultatov 
Za statistično analizo rezultatov in risanje grafov smo uporabili računalniški program 
GraphPad Prism 6 (GraphPad Software Inc., ZDA). Rezultati so prikazani kot povprečne 
vrednosti s standardnim odklonom (angl. standard deviation, SD). Število točk na grafu 
(n) je opisano pod sliko. Uporabili smo statistični test: enosmerno ANOVO z 
Dunnettovim popravkom. * označuje statistično značilno razliko s 95-odstotno stopnjo 




4. REZULTATI  
4.1  Vpliv inzulina in adrenalina na fosforilacijo (Thr172 in Ser485) 
in aktivnost AMPK 
Da bi preučili vpliv inzulina in adrenalina na fosforilacijo (Thr172 in Ser485) in aktivnost 
AMPK smo tretirali celice L6 v mediju brez seruma in nukleozidov 15, 30 ali 60 minut s 
120 nM inzulinom in 120 nM adrenalinom. Za primerjavo smo uporabili standardna 
neposredna farmakološka aktivatorja AMPK - 2 mM AICAR in 100 μM A-769662 (slika 
18). 
Oba aktivatorja AMPK - AICAR in A-769662 sta stimulirala fosforilacijo AMPKα 
Thr172 že po 15 minutah inkubacije (slika 18A). Fosforilacija tega mesta se je v 
naslednjih 45 minutah še nekoliko povečala. Pri AICAR se je fosforilacija AMPKα 
Thr172 statistično neznačilno povečala za 2-krat, medtem ko je A-769662 fosforilacijo 
AMPKα Thr172 statistično značilno povečal za približno 10-krat (slika 18A). Skladno s 
fosforilacijo AMPKα Thr172 se je v primeru tretiranja celic z AICAR (statistično 
neznačilno) in A-769662 (statistično značilno) povečala tudi fosforilacija njene 
neposredne tarče ACC Ser79 (slika 18B). Nasprotno sta inzulin in adrenalin fosforilacijo 
AMPKα Thr172 (slika 18A) in ACC Ser79 (slika 18B) (statistično neznačilno) znižala. 
Naši rezultati kažejo, da oba hormona – inzulin in adrenalin močno spodbudita 
fosforilacijo AMPKα Ser485. Fosforilacija AMPKα Ser485 je svoj vrh dosegla že v prvih 
15 minutah (slika 18C) in nato s časom upadla, a je bila tudi po 60 minutah še vedno 
precej višja kot pri kontroli (slika 18C).  
Da bi preverili, ali so se L6 celice normalno odzvale na adrenalin in inzulin smo izmerili 
tudi fosforilacijo CREB Ser133, Akt Ser473 in ERK1/2 Thr202/Tyr204. Gre namreč za 
znane tarče, ki se fosforilirajo po aktivaciji inzulinske (Akt Ser473 in ERK1/2 
Thr202/Tyr204) oziroma adrenalinske signalne poti (CREB Ser133).  
Da se je od adrenalina odvisna signalna pot aktivirala, je potrdila povečana fosforilacija 
CREB Ser133 (slika 18Č). Fosforilacija CREB Ser133 je svoj vrh dosegla že v prvih 15 
minutah inkubacije celic z adrenalinom in se nato v naslednjih 45 minutah precej znižala. 
Podoben učinek na CREB Ser133 smo opazili tudi v primeru inkubacije celic z inzulinom.  
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Inzulin je močno stimuliral fosforilacijo Akt Ser473, kar dokazuje, da je inzulin stimuliral 
inzulinsko signalno pot (slika 18H). Dodatna potrditev učinkovanja inzulina je 
fosforilacija ERK1/2 Thr202/Tyr204, ki je svoj vrh dosegla v prvih 15 minutah in se nato 
s časom postopoma zniževala (slika 18D). Po tretiranju celic z AICAR je bil trend 
fosforilacije Akt Ser473 k povišanju (slika 18F), po tretiranju celic z A-769662 pa je 
fosforilacija padla (slika 18G). Enako je fosforilacija Akt Ser473 padla po tretiranju celic 
z adrenalinom (slika 18I).  
Izmerili smo tudi fosforilacijo AS160 Ser588, substrata kinaze Akt, ki je pomemben pri 
uravnavanju z AICAR in inzulinom spodbujenega privzema glukoze v celico. AICAR in 
inzulin na fosforilacijo AS160 Ser588 nista imela učinka (slika 18E). A-769662 in 
adrenalin sta na fosforilacijo AS160 Ser588 vplivala obratno – pri prvem se je 
fosforilacija zmanjšala, pri drugem pa povečala (slika 18E).  
 
Slika 18: Vpliv inzulina (INS), adrenalina (EPI) in farmakoloških aktivatorjev AICAR ter A-769662 na 
fosforilacijo A) AMPKα Thr172; B) ACC Ser79; C) AMPKα Ser485; Č) CREB Ser133; D) ERK1/2 
Thr202/Tyr204; E) AS160 Ser588; F-I) Akt Ser473. Celice L6 smo inkubirali v poskusnem mediju brez seruma in 
nukleozidov 4 ure in jih 15, 30 ali 60 minut pred koncem inkubacije tretirali z 2 mM AICAR, 120 nM INS, 120 nM 
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EPI ali 100 μM A-769662. Po koncu poskusa smo s prenosom western analizirali fosforilacijo AMPKα Thr172 
(pAMPKT172), AMPKα Ser485 (pAMPKS485), ACC Ser79 (pACC), CREB Ser133 (pCREB), ERK1/2 
Thr202/Tyr204 (pERK), AS160 Ser588 (pAS160) in fosforilacijo Akt Ser473 (pAkt) ter celokupni (totalni) AMPK 
(tAMPK) in ACC (tACC). Na grafih so prikazane povprečne vrednosti in standardna deviacija (n = 5). * statistično 
značilna razlika (p < 0,05) med označeno skupino in kontrolno skupino (C); statistični test: enosmerna ANOVA z 
Dunnettovim popravkom. Kontrolo smo tretirali s topilom zadnjih 30 minut. 
Vzorce iz zgornjega poskusa smo analizirali še s protitelesi, ki hkrati prepoznajo več 
fosforiliranih substratov kinaz Akt (slika 19A) oziroma PKA (slika 19B). Povečana 
fosforilacija več različnih proteinov je dodatno potrdila aktivacijo obeh kinaz.  
 
Slika 19: Analiza fosforiliranih substratov kinaz Akt (A) in PKA (B). Celice L6 smo inkubirali v poskusnem mediju 
brez seruma in nukleozidov 4 ure in jih 15, 30 ali 60 minut pred koncem inkubacije tretirali z 2 mM AICAR (AI), 120 
nM inzulinom (INS), 120 nM adrenalinom (EPI) ali 100 μM A-769662 (A7). Po koncu poskusa smo s prenosom 
western analizirali fosforilacijo substratov kinaz Akt ter PKA. 
4.2 Vpliv odstranitve inzulina oziroma adrenalina na fosforilacijo 
(Ser485) in aktivnost AMPK  
S prvim poskusom smo pokazali, da adrenalin in inzulin stimulirata fosforilacijo AMPKα 
Ser485. Z naslednjim poskusom smo želeli podrobneje preučiti, kaj se dogaja s 
fosforilacijo AMPKα Thr172 in AMPKα Ser485 po odstranitvi dražljaja.  
Celice L6 smo 24 ur inkubirali v poskusnem mediju brez seruma in nukleozidov in jih 
nato 15 minut tretirali s 120 nM inzulinom, 120 nM adrenalinom ali 100 μM A-769662. 
Polovici celic smo nato zamenjali medij in jih še 30, 60 ali 90 minut inkubirali brez 
dodanih učinkovin. Druga polovica celic pa je bila v tem času neprekinjeno izpostavljena 
tretiranju z inzulinom, adrenalinom ali A-769662 (slika 20).  
Fosforilacija AMPKα Ser485 je tako kot v prvem poskusu po začetni stimulaciji z 
inzulinom v nadaljnji prisotnosti inzulina počasi padala (slika 20A), odvzem inzulina pa 
je povzročil hiter padec fosforilacije AMPKα Ser485 na bazalni nivo (slika 20A).  
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Učinek adrenalina na fosforilacijo AMPKα Ser485 je bil zelo podoben učinku inzulina. 
V prisotnosti adrenalina se je fosforilacija AMPKα Ser485 postopoma zmanjševala, a je 
bila na koncu poskusa še vedno precej višja od bazalne fosforilacije (slika 20C). Odvzem 
adrenalina pa je že v prvi časovni točki (30 min) povzročil padec fosforilacije AMPKα 
Ser485 na nivo bazalne fosforilacije (slika 20C).  
A-769662 je najbolj stimuliral fosforilacijo AMPKα Thr172 v prvih 15 minutah (slika 
20D). Nivo fosforilacije se je po dodatnih 30 minutah inkubacije v prisotnosti A-769662 
zmanjšal in se nato do konca poskusa ni več bistveno spreminjal (slika 20D). 30 minut 
po odstranitvi dražljaja je fosforilacija AMPKα Thr172 padla na bazalni nivo (slika 20D). 
Skladno s fosforilacijo AMPKα Thr172 je bila fosforilacija ACC Ser79 v prisotnosti A-
769662 v vseh treh časovnih točkah povišana, po odvzemu A-769662 pa je fosforilacija 





Slika 20: Vpliv odstranitve inzulina oziroma adrenalina na fosforilacijo (Ser485) in aktivnost AMPK. Pred 
začetkom poskusa smo celice L6 24 ur inkubirali v poskusnem mediju brez seruma in nukleozidov. Med poskusom 
smo celice pobrali pred stimulacijo (skupina B), po 15 min stimulacije s 120 nM inzulinom (INS), 120 nM adrenalinom 
(EPI) ali 100 μM A-769662 (skupina S) in nato še po dodatnih 30, 60 ali 90 minutah v prisotnosti ali odsotnosti 
dražljaja. Po koncu poskusa smo s prenosom western analizirali fosforilacijo AMPKα Thr172 (pAMPKT172), AMPKα 
Ser485 (pAMPKS485) in ACC Ser79 (pACC). Na grafih so prikazane povprečne vrednosti in standardna deviacija (n 
= 4). * statistično značilna razlika (p < 0,05) med označeno skupino in bazalno skupino (B); # statistično značilna 
razlika (p < 0,05) med prisotnim in odsotnim dražljajem v isti časovni točki; statistični test: enosmerna ANOVA z 
Dunnettovim popravkom.  
4.3 Vpliv inzulina in adrenalina na z A-769662 spodbujeno aktivacijo 
AMPK  
V prejšnjem poskusu smo pokazali, da fosforilacija AMPKα Ser485 v kratkem času po 
dodatku inzulina ali adrenalina (v prvih 15 min) močno naraste in potem postopoma 
upada, in da je upadanje fosforilacije po odstranitvi dražljaja bistveno hitrejše kot v 
prisotnosti dražljaja. Z naslednjim poskusom smo želeli preveriti, kako inzulin in 
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adrenalin vplivata na farmakološko aktivacijo AMPK. Kot aktivator smo v tem primeru 
uporabili A-769662. Preverjali smo dve vprašanji: 1) ali predhodna stimulacija z 
inzulinom in adrenalinom vpliva na zmožnost A-769662, da aktivira AMPK, ter 2) ali 
inzulin in adrenalin vplivata na aktivnost AMPK, če je bila predhodno stimulirana z A-
769662.  
Skeletnomišične celice L6 smo inkubirali 24 ur v poskusnem mediju (brez seruma in 
nukleozidov) in jih nato 15 minut stimulirali s 120 nM inzulinom, 120 nM adrenalinom 
ali 100 μM A-769662. Celice, tretirane z inzulinom ali adrenalinom, smo naknadno 
tretirali še 15 minut z A-769662 ter obratno - celice, tretirane z A-769662, smo naknadno 
tretirali še 15 minut z inzulinom ali adrenalinom.  
Predhodna stimulacija celic z inzulinom je znižala z A-769662 stimulirano fosforilacijo 
AMPKα Thr172 (slika 21A). Predhodna stimulacija celic z inzulinom je zmanjšala tudi 
učinek A-769662 na fosforilacijo ACC Ser79 (slika 21C). Pri predhodnem tretiranju celic 
z adrenalinom smo opazili podobne rezultate kakor pri predhodnem tretiranju celic z 
inzulinom. Dodatek A-769662 je spodbudil fosforilacijo AMPKα Thr172, a je bila ta pri 
predhodni stimulaciji z adrenalinom vidno nižja kot v primeru, ko celice pred dodatkom 
A-769662 niso bile stimulirane z adrenalinom (slika 21Č). Predhodna stimulacija celic z 
adrenalinom je zmanjšala tudi učinek A-769662 na fosforilacijo ACC Ser79 (slika 21E).  
A-769662 je po pričakovanjih stimuliral fosforilacijo AMPKα Thr172, dodatna 
stimulacija celic z inzulinom je to fosforilacijo znižala, medtem ko je dodatna stimulacija 
celic z adrenalinom nakazala trend k znižanju (slika 21F). Hormona sta stimulirala 
fosforilacijo AMPKα Ser485, predhodni tretma celic z A-769662 pa je to fosforilacijo še 
nekoliko povečal (slika 21G). A-769662 je stimuliral fosforilacijo ACC Ser79, dodatna 




Slika 21: Vpliv inzulina in adrenalina na z A-769662 spodbujeno aktivacijo AMPK. Vse poskuse smo izvedli na 
skeletnomišičnih celicah L6 po 24 urah inkubacije v poskusnem mediju brez seruma in nukleozidov. A-C: Celice smo 
15 minut stimulirali s 120 nM inzulinom (INS) in nato še 15 minut s 100 μM A-769662. Č-E: Celice smo 15 minut 
stimulirali s 120 nM adrenalinom (EPI) ter nato še 15 minut s 100 μM A-769662. F-H: Celice smo 15 minut stimulirali 
s 100 μM A-769662 ter nato dodatnih 15 minut z inzulinom ali adrenalinom. Po koncu poskusa smo s prenosom western 
analizirali fosforilacijo AMPKα Thr172 (pAMPK T172), AMPKα Ser485 (pAMPK S485), ACC Ser79 (pACC Ser79) 
ter celokupni (totalni) AMPK (tAMPK) in celokupni ACC (tACC). Na grafih so prikazane povprečne vrednosti in 
standardna deviacija (n = 4). * statistično značilna razlika (p < 0,05) med označeno skupino in bazalno skupino (B); 
statistični test: enosmerna ANOVA z Dunnettovim popravkom. 
4.4 Vpliv neposrednih in posrednih farmakoloških aktivatorjev 
AMPK na fosforilacijo Thr172 in Ser485 
Da bi preverili vpliv različnih neposrednih in posrednih aktivatorjev AMPK na 
fosforilacijo AMPKα Thr172 in AMPKα Ser485, smo podganje skeletnomišične celice 
L6 4 ure inkubirali v poskusnem mediju MEMα brez nukleozidov in seruma in jih 60 ali 
10 minut pred koncem inkubacije stimulirali z 2-deoksiglukozo, A-769662, AICAR, 
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ionomicinom, metforminom, okadaično kislino, kombinacijo okadaične kisline in A-
769662, salicilatom in vodikovim peroksidom v koncentracijah, navedenih v preglednici 
3. Okadaično kislino smo uporabili, ker inhibira fosfataze. 
Tretiranje celic z 2-deoksiglukozo, ionomicinom, vodikovim peroksidom, A-769662 in 
kombinacijo okadaične kisline in A-769662 je signifikantno spodbudilo fosforilacijo 
AMPKα Thr172 (slika 22A). Trend k povečanju fosforilacije AMPKα Thr172 je opazen 
tudi po tretiranju celic z metforminom in AICAR (slika 22A). 2-deoksiglukoza, vodikov 
peroksid in kombinacija okadaične kisline in A-769662 so spodbudili tudi fosforilacijo 
AMPKα Ser485 (slika 22B). Fosforilacija ACC Ser79 se je signifikantno povečala po 
tretiranju celic z 2-deoksiglukozo, vodikovim peroksidom, AICAR, A-769662 in 
kombinacijo okadaične kisline in A-769662 (slika 22C). 
 
Slika 22: Vpliv neposrednih in posrednih farmakoloških aktivatorjev AMPK na fosforilacijo Thr172 in Ser485. 
Celice L6 smo inkubirali v poskusnem mediju brez seruma in nukleozidov 4 ure in jih tretirali z učinkovinami, naštetimi 
v preglednici 8, in sicer zadnjih 10 ali 60 minut. Po koncu poskusa smo s prenosom western analizirali fosforilacijo 
AMPKα Thr172 (pAMPK T172), AMPKα Ser485 (pAMPK S485) in ACC Ser79 (pACC Ser79). Na grafih so 
prikazane povprečne vrednosti in standardna deviacija (n = 4). * statistično značilna razlika (p < 0,05) med skupino in 
kontrolno skupino (C); statistični test: enosmerna ANOVA z Dunnettovim popravkom.  
Po barvanju membrane s Ponceau S smo opazili, da so bili proteini iz vzorca celic, 
tretiranih z 1 μM ionomicinom, obarvani šibkeje kot proteini iz ostalih vzorcev (slika 23), 




Slika 23: Membrana po barvanju s Ponceau S. Celice L6 smo inkubirali v poskusnem mediju brez seruma in 
nukleozidov 4 ure in jih tretirali z učinkovinami, naštetimi v preglednici 8, in sicer zadnjih 10 ali 60 minut. Po inkubaciji 
smo celice prenesli na led, jih sprali s hladnim PBS, lizirali z 1-kratnim Laemmlijevem pufrom, ločili s poliakrilamidno 
gelsko elektroforezo in prenesli na membrano. Membrano smo po prenosu pobarvali z barvilom Ponceau S. 
4.5 Vpliv adrenalina na bazalni in z inzulinom spodbujen privzem 
glukoze v skeletnomišičnih cevčicah L6  
Da bi preverili, ali adrenalin zavira privzem glukoze v celicah L6, smo jih tretirali s 120 
nM adrenalinom z ali brez inzulina (120 nM) 15, 30 ali 60 minut. Za dodatno pozitivno 
kontrolo smo uporabili 2 mM AICAR, za katerega se ve, da stimulira privzem glukoze v 
teh celicah [79, 80].  
Privzem glukoze se je v celicah, tretiranih z inzulinom, povečal že po prvih 15 minutah 
(slika 24). Tudi v celicah, tretiranih z adrenalinom se je privzem glukoze povečal že po 
prvih 15 minutah (slika 24). V obeh primerih se je privzem glukoze s časom stopnjeval. 
Učinek kombinacije 120 nM inzulina in 120 nM adrenalina je bil v vseh časovnih točkah 
večji od učinka samega inzulina ali adrenalina (slika 24). Rezultati kažejo, da sta hormona 




Slika 24: Privzem glukoze v celicah L6 po tretiranju s 120 nM inzulinom (INS), 120 nM adrenalinom (EPI), 
njuno kombinacijo in 2 mM AICAR (AI). Celice L6 smo sprali s PBS in nato 4 ure inkubirali v poskusnem mediju 
brez seruma in nukleozidov. Hkrati z menjavo medija smo eno skupino celic tretirali z 2 mM AICAR (pozitivna 
kontrola). Ostale celice smo tretirali s 120 nM inzulinom (INS), 120 nM adrenalinom (EPI) ter njuno kombinacijo 
(INS+EPI), in sicer 15, 30 ali 60 minut pred koncem inkubacije. Po inkubaciji smo analizirali privzem glukoze.. Na 
grafu so prikazane povprečne vrednosti in standardna deviacija (n = 5). * statistično značilna razlika (p < 0,05) med 





Skeletne mišice so ključni organ za postprandialni privzem glukoze in ustvarjanje sile, ki 
telesu omogoča gibanje [2]. Za njihovo ustrezno delovanje so zelo pomembni mehanizmi, 
ki uravnavajo proizvodnjo in porabo energije. Eden izmed teh je AMPK, pomemben 
senzor celične energije, ki ohranja energijsko homeostazo tako na celičnem nivoju kot na 
nivoju celega organizma [4, 10, 22]. Biološki pomen in uravnavanje aktivacije AMPK v 
skeletnih mišicah je v primerjavi z uravnavanjem inaktivacije AMPK dobro poznan, zato 
je bil glavni namen magistrske naloge raziskati inhibitorno uravnavanje AMPK. Preverili 
smo vpliv dveh hormonov - adrenalina in inzulina ter nekaterih farmakoloških 
aktivatorjev AMPK na dinamiko fosforilacije regulatornih mest Ser485 in Thr172 v 
AMPKα. Kot model skeletne mišice smo uporabili celično linijo skeletnomišičnih celic 
L6. Adrenalin in inzulin sta dva od pomembnejših hormonov, ki uravnavata številne 
fiziološke procese v skeletnih mišicah, vključno s presnovo glukoze, prenosom ionov in 
sintezo proteinov [50]. Inzulin na AMPK vpliva preko Akt [30, 51, 81, 82], adrenalin pa 
preko cAMP in PKA [30, 51]. Ugotovili smo da inzulin in adrenalin zelo podobno 
učinkujeta na uravnavanje AMPK v skeletnomišičnih celicah L6. Oba nakažeta trend 
zmanjšanja aktivacijske fosforilacije AMPKα Thr172 ter spodbudita inhibicijsko 
fosforilacijo AMPKα Ser485 in povečata privzem glukoze. Ugotovili smo tudi, da inzulin 
in adrenalin zmanjšata učinke A-769662 na fosforilacijo AMPKα Thr172, vendar 
povečata učinke A-769662 na fosforilacijo AMPKα Ser485. Na podlagi sprememb v 
fosforilaciji AMPK in njenega neposrednega substrata ACC, lahko sklepamo, da inzulin 
in adrenalin zmanjšujeta aktivnost AMPK. Naša ugotovitev je tudi, da neposredni in 
posredni farmakološki aktivatorji AMPK različno učinkujejo na inhibicijsko fosforilacijo 
AMPKα Ser485.  
5.1 Vpliv inzulina na fosforilacijo AMPK v skeletnomišičnih cevčicah 
L6  
5.1.1 Vpliv inzulina na fosforilacijo in aktivnost AMPK  
Preučili smo učinkovanje inzulina na fosforilacijo AMPK. Naši rezultati so pokazali, da 
je inzulin v skeletnomišičnih celicah L6 stimuliral fosforilacijo AMPKα Ser485 ter 
povzročil statistično neznačilen upad fosforilacije AMPKα Thr172 in ACC Ser79. Tudi 
Valentine in sodelavci so pokazali, da je 15-minutni inzulinski (100 nM) tretma mišjih 
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mišičnih cevčic povečal fosforilacijo AMPKα Ser485 ter zmanjšal fosforilacijo AMPKα 
Thr172 in posledično aktivnost AMPK [81]. V študiji so potrdili, da je inzulin stimuliral 
fosforilacijo AMPKα Ser485 preko aktivacije signalne poti Akt. Inzulin preko aktivacije 
signalne poti PI3K/Akt uravnava metabolizem skeletnih mišic; spodbudi privzem 
glukoze, sintezo glikogena ter sintezo proteinov [83]. Akt po stimulaciji z inzulinom 
direktno fosforilira AS160 in spodbudi translokacijo GLUT4 iz znotrajceličnih mešičkov 
na površino celice, kar pospeši privzem glukoze v skeletne mišice [84]. Naši rezultati 
pričakovanega vpliva inzulina na fosforilacijo AS160 Ser588 niso potrdili. Akt fosforilira 
svoj substrat AS160 na več mestih, med drugim tudi na Thr642, ki ga nismo analizirali 
[39]. Naši rezultati torej nakazujejo, da fosforilacija Ser588 za privzem glukoze v celicah 
L6 ni pomembna, vendar ne izključujejo, da so pri tem udeležena druga fosforilcijska 
mesta na AS160. 
V fizioloških razmerah se inzulin izloči takoj po obroku in poveča privzem glukoze v 
tkiva in zmanjša glukoneogenezo v jetrih. Prekomerno kopičenje prostih MK v skeletnih 
mišicah prispeva k okvari signalne poti PI3K/Akt, kar vodi v razvoj inzulinske rezistence 
in SB2 [82, 83]. Pri posameznikih, ki trpijo za omenjenimi stanji je prav tako značilna 
zmanjšana aktivnost AMPK [81]. Mehanizmi, odgovorni za zmanjšanje aktivnosti 
AMPK v skeletnih mišicah še niso povsem jasni, prav tako ne vpliv inzulina na regulacijo 
in fosforilacijo AMPK, zato je potrebno te mehanizme še naprej raziskovati. Zaviranje 
aktivacijske fosforilacije Thr172 in spodbujanje inhibicijske fosforilacije Ser485 pa 
nakazujejo na zanimivo možnost, da hiperinzulinemija, ki je značilna za SB2, lahko moti 
delovanje AMPK v skeletni mišici. 
5.1.2 Fosforilacija AMPKα Ser485 po odtegnitvi inzulina  
Raziskali smo učinek inzulina na dinamiko fosforilacije AMPK. Fosforilacija AMPKα 
Ser485 je svoj vrh dosegla že v prvih 15 minutah stimulacije z inzulinom, nato pa se je 
fosforilacija AMPKα Ser485 postopoma zniževala. Da je fosforilacija AMPKα Ser485 
zelo hitra so pokazali tudi Valentine in sodelavci [81]. Po stimulaciji celic z inzulinom se 
je namreč vrh fosforilacije AMPKα Ser485 pojavil znotraj nekaj minut [81]. Ob odvzemu 
inzulina smo opazili hitro defosforilacijo mesta AMPKα Ser485. Naši rezultati tako 
kažejo, da inzulin v skeletnomišičnih celicah L6 hitro stimulira fosforilacijo AMPKα 
Ser485 in da je za dolgotrajno fosforilacijo tega mesta potrebna stalna stimulacija celic z 
inzulinom. Nadaljnje preučevanje dinamike fosforilacije AMPKα Ser485 ter inhibicije 
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AMPK lahko vodi k odkritju novih strategij za farmakološko zdravljenje posameznikov 
z motenim delovanjem AMPK.  
5.1.3 Vpliv inzulina na farmakološko aktivacijo AMPK z A-769662 
Preučili smo regulatorne učinke inzulina na AMPK ob predhodni aktivaciji AMPK z A-
769662. Pokazali smo, da je predhodna stimulacija celic z A-769662 fosforilacijo 
AMPKα Ser485 po stimulaciji celic z inzulinom še nekoliko povečala. Do tega bi lahko 
prišlo na več načinov. Ker A-769662 AMPK aktivira tudi alosterično, temu sledi 
konformacijska sprememba, kar bi lahko Akt olajšalo dostop do mesta Ser485 in 
posledično povečalo fosforilacijo AMPKα Ser485. Lahko pa bi z A-769662 aktivirana 
AMPK dodatno poleg inzulina aktivirala Akt in tako spodbudila fosforilacijo AMPKα 
Ser485 pri predhodni stimulaciji z A-769662, kar so dokazali v rakavih celicah [85, 86]. 
Naši rezultati so pokazali tudi, da učinki inzulina vplivajo na predhodno z A-769662 
spodbujeno fosforilacijo AMPKα Thr172, saj je ta nižja, kakor v njegovi odsotnosti. 
Razlog temu je lahko ta, da stimulacija celic z inzulinom spodbudi fosforilacijo drugega 
fosforilacijskega mesta - AMPKα Ser485, za katerega je znano, da inhibira fosforilacijo 
AMPKα Thr172 [63]. A-769662 je namreč pred dodatkom inzulina stimuliral 
fosforilacijo AMPKα Thr172 in aktiviral AMPK, kar nam kaže stimulirana fosforilacija 
ACC Ser79. Sklepamo lahko, da je A-769662 že pred dodatkom inzulina spodbudil 
maksimalno fosforilacijo ACC Ser79 in zato dodatek inzulina ni vplival na znižanje 
fosforilacije ACC Ser79, ampak se je ta celo malo zvišala. Druga možnost je, da je 
alosterična aktivacija AMPK, ki je ne spremlja nujno sprememba v fosforilaciji Thr172, 
zadoščala za maksimalno fosforilacijo ACC. Ti rezultati so tako lahko izhodišče za 
nadaljnje raziskave medsebojnih vplivov inzulina in farmakoloških aktivatorjev AMPK 
na uravnavanje fosforilacije AMPK. Zanimivo bi bilo preveriti še vpliv inzulina pri 
predhodnem tretiranju celic z AICAR ali metforminom, najbolj pogosto predpisanim 
antihiperglikemičnim zdravilom za SB2 [87, 88]. 
Preučili smo tudi vpliv predhodne stimulacije celic z inzulinom na učinek A-769662 na 
fosforilacijo in aktivnost AMPK. Predhodna stimulacija z inzulinom zmanjša aktivacijsko 
fosforilacijo Thr172, kar nakazuje zmanjšano aktivacijo AMPK. S tem je skladno tudi 
zmanjšanje fosforilacije ACC Ser79. Prav tako predhodno tretiranje celic z inzulinom 
spodbudi inhibicijsko fosforilacijo AMPKα Ser485. Predhodna fosforilacija AMPKα 
Ser485 spodbujena z inzulinom najverjetneje ovira naknadno fosforilacijo AMPKα 
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Thr172 z A-769662, saj povišanje fosforilacije AMPKα Ser485 korelira z znižanjem 
fosforilacije AMPKα Thr172. Naši rezultati kažejo, da lahko prisotnost inzulina zmanjša 
aktivacijo AMPK s farmakološkimi aktivatorji, kar je lahko problem predvsem pri 
posameznikih, ki imajo debelost, inzulinsko rezistenco ali SB2, pri katerih je cilj aktivirati 
AMPK. Hiperinzulinemija, ki je prisotna pri teh presnovnih motnjah, bi namreč lahko 
zmanjševala učinkovitost farmakološke aktivacije AMPK v skeletnih mišicah. 
5.2 Vpliv adrenalina na fosforilacijo AMPK v skeletnomišičnih 
cevčicah L6  
5.2.1 Vpliv adrenalina na fosforilacijo in aktivnost AMPK  
Z vplivom inzulina smo preučili tudi vpliv adrenalina na fosforilacijo AMPK v 
skeletnomišičnih celicah L6. S telesno aktivnostjo se v krvi poveča koncentracija 
hormonov in drugih cirkulirajočih dejavnikov, vključno z adrenalinom [61]. Adrenalin je 
katabolni hormon, ki pomembno vpliva na več tkiv in presnovo celotnega telesa. Njegovo 
sproščanje je tesno povezano s povečanim tonusom simpatičnega živčevja, ki organizem 
pripravi na povečano telesno aktivnost [60, 89]. Pokazali smo, da je adrenalin spodbudil 
fosforilacijo AMPKα Ser485 ter povzročil padec fosforilacije AMPKα Thr172 
(statistično neznačilno) in ACC Ser79. Na podlagi preteklih študij sklepamo, da je 
aktivacija β-adrenergičnih receptorjev po vezavi adrenalina preko G-proteinov in adenilat 
ciklaze vodila v tvorbo cAMP in aktivacijo PKA, ki fosforilira AMPKα Ser485 [28, 30, 
51]. Da se je PKA v naših poskusih po stimulaciji celic z adrenalinom res aktivirala, je 
potrdila povečana fosforilacija ene od direktnih tarč PKA – CREB in fosforilacija drugih 
substratov PKA. Povišana vrednost cAMP, ki aktivira PKA, uravnava AMPK na dva 
načina; PKA s tem, ko inhibira CaMKKβ, zmanjša fosforilacijo AMPKα Thr172, po 
drugi strani pa direktno fosforilira AMPKα Ser485, ki pa sama po sebi ni dovolj za 
inhibicijo AMPK [30]. Djouder in sodelavci pa so pokazali, da aktivacija PKA zavre 
fosforilacijo AMPKα Thr172 v glavnem preko fosforilacije AMPKα Ser173, ki sterično 
ovira dostop kinazam LKB1, CaMKKβ ali TAK1, ki fosforilirajo AMPKα Thr172 [28]. 
Njihov dostop do AMPKα Thr172 se spremni tudi po fosforilaciji AMPKα Ser485 s PKA 
[30]. Nasprotno nekatere študije kažejo, da učinkovine, ki povečajo koncentracijo 
znotrajceličnega cAMP in aktivirajo PKA (izoprenalin (izopreterenol), adrenalin ali 
forskolin), spodbudijo fosforilacijo AMPKα Thr172 in aktivacijo AMPK [61, 90]. 
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Hutchinson in sodelavci so pokazali, da do povečane fosforilacije AMPKα Thr172 in 
njene aktivacije v skeletnomišičnih podganjih L6 celicah pride le ob aktivaciji α1-, ne pa 
tudi β2-adrenergičnih receptorjev. Aktivacija α1-adrenergičnih receptorjev vodi v 
aktivacijo fosfolipaze C, ki hidrolizira PIP2, pri čemer se tvori inozitol trifosfat (IP3), ki 
iz znotrajceličnih zalog sprošča kalcij. Slednji aktivira CaMKKβ, ki fosforilira Thr172 in 
aktivira AMPK [76]. Nasprotno pa aktivacija β2-adrenergičnih receptorjev, ki spodbudijo 
delovanje adenilat ciklaze, ni aktivirala AMPK [91]. Natančnejša opredelitev 
molekularnih poti, ki povezujejo učinke adrenalina z aktivacijo AMPK ima lahko izreden 
pomen pri razvoju novih strategij v boju zoper presnovne motnje. Ker mehanizem 
delovanja adrenalina na AMPK še ni dovolj dobro opredeljen, bodo potrebne še nadaljnje 
študije. 
5.2.2 Fosforilacija AMPKα Ser485 po odtegnitvi adrenalina  
Raziskali smo dinamiko fosforilacije AMPKα Ser485 v prisotnosti in po odtegnitvi 
adrenalina. Fosforilacija AMPKα Ser485 je v prisotnosti adrenalina dosegla vrh v prvih 
15 minutah in je v nadaljevanju kljub prisotnosti dražljaja upadla. Padec fosforilacije 
AMPKα Ser485 kljub prisotnosti adrenalina nakazuje na prisotnost regulatornih 
mehanizmov, ki z zmanjšanjem stimulacije pripomorejo k ohranitvi celičnega ravnovesja 
– bodisi s prekinitvijo odziva celice na dražljaj (stimulacija celic se prekine zaradi 
manjšega vpliva adrenalina) ali preko zmanjšanja odziva celic na dražljaj (signal je 
prisoten, vendar se celica ne odziva več na signal) [92]. Gre za desenzibilizacijo, ki pa je 
značilna tudi za β2-adrenergične receptorje in lahko poteče po več različnih mehanizmih, 
med drugim preko fosforilacije/defosforilacije receptorja ali samoregulacije PKA 
(direktna negativna povratna zanka) [92]. Aktivacijo od adrenalina odvisne signalne poti 
je potrdila fosforilacija PKA substrata – CREB na Ser133, a padec njegove fosforilacije 
sovpada s padcem fosforilacije AMPKα Ser485, kar kaže na to, da je PKA lahko sama 
sebe inaktivirala. Z rezultatom smo pokazali podobne učinke adrenalina in inzulina na 
fosforilacijo AMPK v skeletnomišičnih cevčicah L6.  
5.2.3 Vpliv adrenalina na farmakološko aktivacijo AMPK z A-769662 
Preverili smo tudi vpliv adrenalina na regulatorno fosforilacijo AMPK ob predhodni 
aktivaciji AMPK z A-769662. Adrenalin je močno spodbudil fosforilacijo AMPKα 
Ser485, ki jo je predhodna aktivacija AMPK z A-769662 le še nekoliko zvišala. Morda 
je do tega prišlo zaradi predhodne alosterične aktivacije z A-769662 in konformacijske 
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spremembe AMPK, ki bi PKA lahko olajšala dostop do AMPKα Ser485. Dodatna 
možnost je, da se AMPK in PKA vzajemno regulirata, podobno kakor pri Akt, kjer je 
aktivirana AMPK fosforilirala Akt [85, 86]. Pokazali smo tudi, da je adrenalin, podobno 
kakor inzulin, ob predhodni aktivaciji AMPK, sicer statistično neznačilno, znižal 
fosforilacijo AMPKα Thr172. Adrenalin, za katerega smo predhodno že pokazali, da 
fosforilira AMPKα Ser485 lahko na ta način zavre fosforilacijo AMPKα Thr172, 
podobno kot inzulin. V prihodnje bi bilo smiselno raziskati tudi dinamiko inhibitorne 
fosforilacije na AMPKα Ser173, s tem bi pridobili dodatne informacije o vplivu 
adrenalina na uravnavanje AMPK.  
Preučili smo tudi vpliv predhodne stimulacije celic z adrenalinom na učinek A-769662 
na fosforilacijo in aktivnost AMPK. Pokazali smo, da predhodna stimulacija z 
adrenalinom zmanjša z A-769662 spodbujeno fosforilacijo AMPKα Thr172 in zmanjša 
njeno aktivacijo (zmanjšana fosforilacija ACC Ser79). Predhodno tretiranje celic z 
adrenalinom podobno kakor inzulin, spodbudi fosforilacijo AMPKα Ser485, ki 
najverjetneje ovira naknadno fosforilacijo AMPKα Thr172 z A-769662, saj povišanje 
fosforilacije AMPKα Ser485 korelira z znižanjem fosforilacije AMPKα Thr172. Prav 
tako bi lahko predhodna stimulacija celic s hormonoma spodbudila fosforilacijo drugih 
regulatornih mest, ki delujejo inhibitorno (npr. AMPKα Ser173). Pokazali smo, da 
prisotnost adrenalina zmanjša aktivacijo AMPK, kar je lahko problem pri posameznikih 
pri katerih je cilj aktivirati AMPK. 
5.3 Vpliv farmakoloških aktivatorjev AMPK na fosforilacijo AMPK  
Veliko farmakoloških učinkovin, za katere danes vemo, da lahko aktivirajo AMPK, se že 
dolgo uporablja v kliniki ali tradicionalni medicini (npr. fenobarbiton, galegin ali 
salicilat) [4]. Po odkritju, da lahko aktivacija AMPK izboljša presnovno homeostazo pri 
SB2 pa so bili razviti številni novi farmakološki AMPK aktivatorji (npr. A-769662, PT-
1 [93, 94]). Glede na mehanizem delovanja se farmakološke aktivatorje deli v 4 velike 
skupine – posredne aktivatorje, ki AMPK aktivirajo preko inhibicije sinteze ATP (npr. 2-
deoksiglukoza, metformin) ali preko dviga koncentracije Ca2+ v celici; – prozdravila, ki 
se znotraj celice pretvorijo v analoge AMP (npr. AICAR) in se vežejo v ali blizu 
vezavnega mesta za AMP; – alosterične aktivatorje, ki se vežejo direktno na AMPK, 
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vendar v mesto, ki je različno od mesta za vezavo AMP (npr. A-769662 in salicilat) ter 
skupina učinkovin, ki AMPK aktivirajo preko oksidativnega stresa (npr. H2O2) [22]. 
5.3.1 Vpliv AICAR in A-769662 na fosforilacijo AMPK 
Za preučevanje aktivacije AMPK se v laboratorijih najbolj pogosto uporablja analog 
adenozina - AICAR, ki ga v celici adenozin kinaza metabolizira v monofosforiliran 
nukleotid - 5-aminoimidazol-4-karboksamid ribonukleotid (ZMP), naravni intermediat 
sinteze purinskih nukleotidov [20]. Glede na to, da je AMPK tarča za zdravljenje 
presnovnih bolezni kot je SB2, ni nič presenetljivega, da farmacevtska industrija išče 
nove učinkovine, ki bi jo učinkovito aktivirale. Pri Abbott Laboratories so leta 2006 
odkrili nov direktni AMPK aktivator, tienopiridon, A-769662 [95]. 
AICAR in A-769662 sta pričakovano (sicer prvi statistično neznačilno) stimulirala 
fosforilacijo AMPKα Thr172 ter ACC Ser79, kot so to pokazali že drugi [28, 93, 95, 96]. 
Že leta 1997 so pokazali, da 2 mM AICAR aktivira AMPK v skeletnih mišicah in vodi v 
povečano fosforilacijo in zmanjšano aktivnost ACC in znižanje mišičnega malonil-CoA 
ter povečano oksidacijo maščobnih kislin in privzema glukoze [97]. Po drugi strani A-
769662 aktivira AMPK alosterično in z inhibicijo defosforilacije AMPKα Thr172 [95, 
98]. Dokazano blagodejno učinkuje na metabolizem glukoze in maščobnih kislin, saj je 
in vivo pri diabetičnih (ob/ob) miškah znižal koncentracijo glukoze v plazmi, zmanjšal 
njihovo telesno težo in znižal raven trigliceridov, tako v plazmi kot jetrih [93]. Kljub 
ugodnim učinkom na presnovne parametre tako A-769662 kot AICAR nista primerna za 
klinično uporabo za zdravljenje SB2 ali presnovnega sindroma zaradi slabe biološke 
razpoložljivosti in njunih od AMPK neodvisnih učinkov [96, 99]. Zanimal nas je tudi 
vpliv AICAR in A-769662 na fosforilacijo AMPKα Ser485, ki je do danes manj raziskan 
v primerjavi s fosforilacijo AMPKα Thr172. Pokazali smo, da aktivatorja na fosforilacijo 
AMPKα Ser485 nista vplivala. Razvoj novih farmakoloških aktivatorjev AMPK je v 
trendu, vendar se je pri tem potrebno zavedati, da ne gre za preprosto farmakološko tarčo. 
Aktivacija AMPK igra pomembno vlogo v številnih celičnih procesih, saj vpliva na 




5.3.2 Dinamika fosforilacije AMPKα Thr172 v prisotnosti in po odvzemu A-
769662 v skeletnomišičnih celicah  
Preučili smo dinamiko fosforilacije AMPKα Thr172 med inkubacijo z A-769662 in po 
odvzemu A-769662. A-769662 je fosforilacijo AMPKα Thr172 močno spodbudil že v 
prvih 15 minutah, v naslednjih 30 minutah pa se je fosforilacija AMPKα Thr172 kljub 
nadaljnji prisotnosti A-769662 nekoliko zmanjšala. V prvem poskusu smo pokazali, da 
se fosforilacija AMPKα Thr172 med 15. in 60. minuto stimulacije z A-769662 ne 
spreminja bistveno. Ena možna razlaga za to odstopanje bi lahko bile razlike v protokolih 
obeh poskusov. Kljub padcu fosforilacije AMPKα Thr172 v prisotnosti A-769662 pa 
opazimo porast fosforilacije ACC Ser79. Razlike med fosforilacijo AMPKα Thr172 in 
ACC Ser79 lahko razložimo na več načinov. Fosforilacija ACC Ser79 je zelo občutljiv 
kazalec aktivnosti AMPK; do njene maksimalne fosforilacije lahko pride že, ko je 
AMPKα Thr172 le rahlo fosforilirana [95]. Do povečane fosforilacije ACC Ser79 lahko 
pripelje tudi zgolj alosterična aktivacija AMPK, ki pa je z metodo prenosa western ne 
moremo izmeriti. Poleg tega ena molekula aktivne AMPK fosforilira več molekul ACC 
in zaradi tega lahko že majhno povečanje aktivnosti AMPK pomeni veliko bolj izrazito 
povečanje fosforilacije ACC. Velja tudi obratno: že majhno znižanje aktivnosti AMPK 
vodi v večje znižanje fosforilacije ACC [100, 101]. Po odvzemu A-769662 je fosforilacija 
AMPKα Thr172 (v prvih 30 minutah) hitro padla na nivo bazalne fosforilacije, prav tako 
je padla tudi fosforilacija ACC Ser79. Da po odvzemu 100 μM A-769662 fosforilacija 
AMPKα Thr172 v skeletnomišičnih celicah L6 pade na bazalni nivo so pokazali tudi 
drugi [102]. Razlaga za to bi lahko bila, da so poleg tega, da se A-769662 po odvzemu 
hitro sprosti z AMPK, zelo aktivne tudi fosfataze, ki defosforilirajo AMPKα Thr172.  
5.3.3 Vpliv različnih farmakoloških aktivatorjev AMPK na fosforilacijo AMPKα 
Ser485  
S poskusom smo pokazali, da nekateri farmakološki aktivatorji AMPK - 2-deoksiglukoza 
(2-DG), vodikov peroksid (H2O2) ter kombinacija okadaične kisline in A-769662 ne 
stimulirajo le AMPKα Thr172, ampak tudi AMPKα Ser485. Učinki zgoraj omenjenih 
učinkovin na fosforilacijo AMPKα Thr172 so bili pričakovani, po dodatnem pregledu 
literature pa smo ugotovili, da so fosforilacijo AMPKα Ser485 po stimulaciji z nekaterimi 
AMPK aktivatorji opazili tudi drugi. 2-DG po eni strani inhibira glikolizo, kar vodi v 
padec ATP in porast AMP in stimulacijo fosforilacije AMPKα Thr172 z LKB1 [103, 
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104]. Po drugi strani pa 2-DG stimulira fosforilacijo Akt preko aktivacije PI3K signalne 
poti, kar vodi v fosforilacijo AMPKα Ser485, kar bi lahko razložilo naše rezultate 
spodbujene fosforilacije AMPKα Ser485 po stimulaciji celic z 2-DG [105]. H2O2 v 
celicah stimulira oksidativni stres in številne študije kažejo, da AMPK aktivira preko 
sprememb znotrajceličnega nivoja ATP in AMP [106, 107]. Pokazali smo, da je 1 mM 
H2O2 stimuliral tudi fosforilacijo AMPKα Ser485. Vzrok za to je lahko v visoki 
koncentraciji H2O2. H2O2 lahko že pri koncentracijah 60 µM deluje nespecifično in 
aktivira različne signalne proteine, med drugim tudi Akt [108, 109]. Okadaična kislina je 
inhibitor serin/treonin fosfataz PP1 in PP2A ter v manjši meri PP2B, ki defosforilirajo 
AMPKα Thr172 [110]. Pokazali smo, da je kombinacija okadaične kisline z aktivatorjem 
AMPK A-769662 spodbudila fosforilacijo AMPKα Thr172, kot tudi fosforilacijo 
AMPKα Ser485. Naši rezultati kažejo, da sta okadaična kislina in A-769662 delovala 
sinergistično. A-769662 alosterično aktivira AMPK in zaščiti Thr172 pred 
defosforilacijo, okadaična kislina pa še dodatno inhibira defosforilacijo tega mesta.  
Ostali uporabljeni farmakološki aktivatorji AMPK – metformin, ionomicin, salicilat, 
AICAR, A-769662 ter sama okadaična kislina na fosforilacijo AMPKα Ser485 niso 
vplivali.  
Metformin je pogosto uporabljeno antihiperglikemično zdravilo za SB2, ki zavre 
glukoneogenezo v jetrih, stimulira glikolizo in privzem glukoze v celice ter poveča 
občutljivost celic na inzulin v skeletnih mišicah [21, 82]. Na AMPK ne deluje direktno, 
ampak posredno preko zmanjšanja razmerja ATP/AMP, ki je verjetno vsaj delno 
posledica inhibicije mitohondrijskega kompleksa I dihalne verige [47]. Metformin 
dokazano stimulira fosforilacijo AMPKα Thr172 [87]. V našem poskusu je metformin 
nakazal trend k povečanju fosforilacije AMPKα Thr172 in ACC Ser79. Majhen učinek 
metformina na spodbujeno fosforilacijo AMPKα Thr172 gre lahko na račun manjše 
občutljivosti celic na metformin oziroma slabšega prenosa metformina v celice. 
Metformin je kation, ki slabo prehaja celično membrano in zato za prenos v celico 
potrebuje prenašalce, kot so prenašalci iz družine organskih kationskih prenašalcev 
(OCT), ki pa so izraženi predvsem v jetrnih celicah, zato so tudi in vivo učinki metformina 
na aktivacijo AMPK bolj ali manj omejeni na jetra [4]. Pomen inhibicije kompleksa I 
kljub temu ni dokončno opredeljen. Otto in sodelavci so na primer pokazali, da 10 mM 
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metformin povzroči manj kot 10-odstotno inhibicijo mitohondrijskega kompleksa I 
dihalne verige v podganjih hepatocitih [111].  
Selektivni Ca2+ ionofor - ionomicin je stimuliral fosforilacijo AMPKα Thr172, ni pa 
stimuliral fosforilacije ACC Ser79. Pričakovali smo, da jo bo, saj se ob povečani 
znotrajcelični koncentraciji Ca2+ aktivira CaMKKβ, ki fosforilira AMPKα Thr172 in s 
tem aktivira AMPK [96]. Razlog za razkorak med fosforilacijo AMPK in ACC je verjetno 
previsoka koncentracija ionomicina. Previsoke koncentracije znotrajceličnega Ca2+ so za 
celico toksične in povzročijo nekrozo ali apoptozo [112]. Šibkejša barva s Ponceau S 
pobarvanih proteinov iz celic L6, tretiranih, z ionomicinom, kaže na manjšo količino 
proteinov v teh vzorcih, kar kaže na razgradnjo proteinov v celicah ali celično smrt (slika 
23).  
Salicilna kislina oziroma njeni derivati so med najstarejšimi zdravili s protibolečinskim 
in protivnetnim delovanjem, z ugodnimi učinki tudi pri SB2 in raku. Med najbolj 
pomembnimi predstavniki te skupine zdravil sta aspirin in salsalat (tj. salicilsalicilna 
kislina oz. dimer salicilne kisline), ki pa se in vivo hitro metabolizirata do salicilata [113]. 
Salicilat se veže na AMPK na isto vezano mesto na podenoti β1 kakor A-769662 in jo 
tudi aktivira po enakem mehanizmu - alosterično ter z inhibicijo defosforilacije AMPKα 
Thr172 [113, 114]. 2 mM natrijev salicilat ni spodbudil fosforilacije AMPKα Thr172, 
kakor bi pričakovali glede na literaturo. Enako tudi 1 mM salicilat ni spodbudil 
fosforilacije AMPKα Thr172 in ACC Ser79 v podganjih skeletnomišičnih celicah L6 v 
poskusu, opravljenemu znotraj druge magistrske naloge na Inštitutu za patološko 
fiziologijo [115]. Možen razlog za neodzivnost AMPKα Thr172 na salicilat je lahko v 
slabši občutljivosti celic na salicilat oziroma njegovem slabšem prenosu v celice. Salicilat 
je pri fiziološkem pH negativno nabit (anion) in za prenos skozi lipidni dvosloj potrebuje 
organske anionske prenašalce, ki pa jih dominantno izražajo jetrne celice [116]. Prav tako 
je za salicilat značilno, da se na tarče ne veže z visoko afiniteto in ima številne od AMPK 
neodvisne učinke [4, 113].  
Za okadaično kislino smo pričakovali, da bo stimulirala fosforilacijo AMPKα Thr172 in 
aktivirala AMPK ter povečala fosforilacijo ACC Ser79, saj je v eni študiji že pri 1-krat 
nižji koncentraciji od naše (50 nM) opazno spodbudila fosforilacijo AMPKα Thr172 
[117]. Za defosforilacijo AMPKα Thr172 v intaktnih celicah je najbolj odgovorna 
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fosfataza PP2C, ki pa je okadaična kislina ne inhibira, kar lahko pojasni skoraj 
nezaznavno fosforilacijo AMPKα Thr172 [118].  
5.4 Vpliv adrenalina na bazalni in z inzulinom spodbujen privzem 
glukoze v podganjih skeletnomišičnih celicah L6  
Skeletne mišice pomembno prispevajo k presnovi glukoze celotnega telesa. Preverili smo 
vpliv inzulina, adrenalina in njune kombinacije na privzem glukoze v podganjih 
skeletnomišičnih celicah L6. Cevčice L6 so za in vitro raziskovanje privzema glukoze v 
skeletnih mišicah pogosto uporabljen in učinkovit eksperimentalni model [119]. Glukoza, 
ki je pomemben vir energije za skeletne mišice, v celice vstopa preko v plazmalemi 
vseskozi prisotnega glukoznega prenašalca GLUT1 ter preko glukoznega prenašalca 
GLUT4, ki se na površino celice prenese le ob prisotnosti ustreznih signalov [75, 120]. 
Po vstopu v celice se glukoza fosforilira v glukoza-6-fosfat in ima dve alternativni usodi 
– ali gre v razgradnjo in tako celicam zagotovi potrebno energijo (glikoliza) ali pa se 
shrani v obliki glikogena [91]. Privzem glukoze v mišice uravnavajo različni dražljaji, 
med katerimi sta najbolj znana inzulin in mišična kontrakcija. Slednja AMPK aktivira 
alosterično in preko spodbujene fosforilacije AMPKα Thr172, za oba dražljaja je znano, 
da v skeletnih mišicah aktivirata tudi Akt [39]. 
Kakor pričakovano in skladno z literaturo je inzulin povečal privzem glukoze v 
skeletnomišičnih cevčicah L6 [121, 122]. Dobro je znano, da je za z inzulinom spodbujen 
privzem glukoze potrebna aktivacija signalne poti PI3K/Akt, ki preko fosforilacije AS160 
vodi v translokacijo glukoznega prenašalca GLUT4 na sarkolemo [84]. Naši rezultati 
kažejo, da je inzulin po tretiranju skeletnomišičnih celic L6 hitro stimuliral fosforilacijo 
Akt, ni pa spodbudil fosforilacije AS160, kar je proti našim pričakovanjem. Možno je, da 
je Akt fosforiliral AS160 na drugem pomembnem regulatornem ostanku kot je AS160 
Thr642, ki ga mi nismo analizirali [39]. Z inzulinom spodbujen privzem glukoze je pri 
inzulinski rezistenci in SB2 močno okrnjen, saj se zmanjša z inzulinom spodbujena 
fosforilacija inzulinskega receptorja, IRS-1 ter aktivnosti PI3K [83, 123]. Zato je 
pomembno raziskati tudi mehanizme privzema glukoze v skeletnih mišicah, ki so 
neodvisni od učinkovanja inzulina. 
Pri tem ima, vsaj v razmerah in vitro, pomembno vlogo aktivacija β-adrenergičnih 
receptorjev [91, 124, 125]. Z našim poskusom smo pokazali, da se je po stimulaciji celic 
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z adrenalinom privzem glukoze v skeletnomišičnih cevčicah L6 povečal. Več raziskav 
kaže, da stimulacija β-adrenergičnih receptorjev poveča privzem glukoze v skeletnih 
mišicah glodavcev in v skeletnomišičnih celičnih linijah preko povišane koncentracije 
cAMP ter aktivacije PI3K [124, 126]. Selektivni β-agonisti, med katere spada tudi 
adrenalin, in neselektivni β-agonisti preko aktivacije β-adrenergičnih receptorjev 
spodbudijo privzem glukoze v diferenciranih podganjih skeletnomišičnih celicah L6 
[125].  
Po drugi strani v literaturi pogosto zasledimo, da adrenalin zavre privzem glukoze v 
skeletnih mišicah [127-129]. Vsesplošno je znano, da je adrenalin katabolni hormon 
nadledvične žleze, ki se izloča ob povečanem tonusu simpatičnega živčevja in organizem 
pripravi na povečano telesno aktivnost, ob tem pa skuša zadostit povečani potrebi mišic 
po energiji. Pomen izločanja adrenalina je ohranjanje normoglikemije kljub povečani 
porabi glukoze, kar je pomembno za delovanje možganov in povečanje dotoka substratov 
za energijski metabolizem v mišici. Da povečan privzem glukoze ne bi vodil v 
hipoglikemijo, adrenalin hkrati upočasni izločanje inzulina iz β-celic, stimulira izločanje 
glukagona in pospeši jetrno glikolizo [50, 129]. Lee in sodelavci so pokazali, da se po 
stimulaciji β-adrenergičnih receptorjev privzem glukoze v skeletnih mišicah zmanjša 
preko stimulacije glikogenolize, saj pride do povečanja koncentracije glukoza-6-fosfata 
do vrednosti, ko ta močno zavre delovanje heksokinaze [127]. Po drugi strani pa so 
Yamamoto in sodelavci pokazali, da stimulacija β2-adrenergičnih receptorjev spodbudi 
sintezo glikogena v podganjih skeletnomišičnih celicah L6 [91]. In vivo privzem glukoze 
ne poteka samo v skeletnih mišicah, ampak tudi v druga tkiva. Iz fiziološkega vidika je 
in vivo inhibitorni učinek adrenalina na z inzulinom spodbujen privzem glukoze v 
skeletne mišice pomemben dejavnik povratne zanke z inzulinom spodbujene 
hipoglikemije [128]. Opazili smo, da si literatura o vplivu adrenalina na privzem glukoze 
nasprotuje, tako da bodo za ustrezno razlago mehanizma vpliva adrenalina na privzem 
glukoze v skeletnih mišicah potrebne še dodatne raziskave.  
Naši rezultati niso pokazali, da bi adrenalin zavrl z inzulinom spodbujen privzem glukoze. 
Ravno obratno - pri tretiranju celic s kombinacijo inzulina in adrenalina se je privzem 
glukoze v skeletnomišičnih cevčicah še povečal napram tretiranju celic s posameznim 
hormonom. Rezultati kažejo, da sta inzulin in adrenalin delovala aditivno na privzem 
glukoze v skeletnomišičnih celicah L6. Aditiven učinek inzulina in agonista β-
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adrenergičnih receptorjev BRL37344 v skeletnomišičnih cevčicah L6 so pokazali tudi 
Tanishita in sodelavci [126]. BRL37344 je in vitro tudi v odsotnosti inzulina spodbudil 
privzem glukoze v celice, podobno kot adrenalin v našem poskusu. Gre za mehanizem, 
neodvisen od delovanja inzulina in aktivacije PI3K ter posredovanja GLUT4 na 
membrano [126]. Po drugi strani v literaturi zasledimo, da se po aktivaciji β2-
adrenergičnih receptorjev privzem glukoze v skeletnomišičnih celicah L6 poveča preko 
aktivacije PI3K. Dokaz za to je inhibicija PI3K z wortmanninom, ki je zmanjšala z 
inzulinom in z zinterolom (mimetik adrenalina) spodbujen privzem glukoze v skeletnih 
mišicah [124, 125]. Omenjena literatura in rezultati nakazujejo na to, da nekje navzdol 
od PI3K obstaja križišče signalne poti po kateri inzulin in adrenalin spodbudita privzem 
glukoze. K spodbujenemu privzemu glukoze preko aktivacije β2-adrenergičnih 
receptorjev prispeva tudi cAMP, saj se je po inhibiciji adenilat ciklaze, ki tvori cAMP, 
privzem glukoze v skeletnih mišicah zmanjšal [125]. Brennesvik in sodelavci so pokazali, 
da adrenalin preko tvorbe cAMP poveča z inzulinom stimulirano fosforilacijo mest Akt 
Ser473 in Thr308 v skeletnih mišicah, medtem ko sam cAMP na fosforilacijo Akt ne 
vpliva. Natančni molekularni mehanizem aditivnega vpliva inzulina in cAMP na privzem 
glukoze še ni znan [51].  
Številne študije podpirajo vlogo AMPK pri privzemu glukoze v mišicah, neodvisno od 
inzulina, kar jo naredi zanimivo farmakološko tarčo za zdravljenje SB2 [17, 41, 82, 130]. 
Ta opažanja izhajajo večinoma iz študij, kjer so za aktivacijo AMPK uporabili AICAR 
[82, 130]. Dokazano je, da AICAR poveča privzem glukoze preko aktivacije AMPK, saj 
v primeru izgube aktivnosti AMPK v skeletnih mišicah mišk in podgan AICAR ni 
povečal privzema glukoze [131]. Kakor pričakovano je v našem poskusu AICAR povečal 
privzem glukoze. AICAR spodbudi fosforilacijo AS160 v izolirani podganji skeletni 
mišici, neodvisno od inzulina [39], česar v naših poskusih nismo opazili.  
5.5 Prednosti in slabosti našega eksperimentalnega pristopa 
5.5.1 Uporabljena koncentracija inzulina in adrenalina  
Koncentracije hormonov, ki smo jih uporabili v naših in vitro poskusih, so bile precej 
višje od fizioloških koncentracij v krvni plazmi. V poskusih smo skeletnomišične cevčice 
tretirali z inzulinom s koncentracijo 120 nM. Podobno koncentracijo inzulina (100 nM) 
za preučevanje vplivov inzulina na AMPK v skeletnomišičnih celicah so uporabili tudi v 
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drugih študijah [81, 87]. Plazemska koncentracija inzulina pred obrokom je 57-59 pmol/L 
(približno 0,06 nM), po hranjenju nato naraste do 300 pmol/L (0,3 nM) [132], kar je 400-
krat manj od koncentracije v naših poskusih. Izbrana koncentracija adrenalina za 
tretiranje celic je približno 200-krat večja od bazalne. Celice smo tretirali s 120 nM 
adrenalinom, medtem ko se bazalna koncentracija adrenalina v plazmi giblje med 25 in 
50 pg/mL, kar je približno 0,6 nM [89]. Veliko večje in vitro uporabljene koncentracije 
adrenalina se pojavljajo tudi v literaturi [61]. Razlog za uporabo večjih koncentracij 
inzulina oziroma adrenalina je predvsem v tem, da so skeletnomišične celice v kulturi v 
fiziološkem območju koncentracij neodzivne.  
5.5.2 Podganje skeletnomišične cevčice L6 kot eksperimentalni model za 
preučevanje fiziologije in farmakologije skeletne mišice 
Cilj naše naloge je bil preučiti vpliv inzulina in adrenalina ter nekaterih farmakoloških 
aktivatorjev AMPK na fosforilacijo in aktivnost AMPK v skeletnomišičnih celicah. Kot 
eksperimentalni model smo uporabili podganje skeletnomišične celice L6. Gre za zelo 
pogosto uporabljen model za preučevanje signalnih poti in metabolizma glukoze v 
skeletni mišici [81, 125, 126, 133]. Pazili smo, da smo pri poskusih uporabili čim nižjo 
pasažo celic, saj z višanjem pasaže celice L6 postopoma izgubljajo zmožnost fuziranja in 
diferenciacije v mišične cevčice, s tem pa izgubljajo lastnosti skeletnih mišic.  
Za raziskovanje molekularnih mehanizmov bi lahko uporabili tudi alternativno nesmrtno 
celično linijo mišjih skeletnomišičnih celic C2C12 ali pa poskuse izvedli na človeških 
primarnih skeletnomišičnih celicah. V primerjavi z nesmrtno celično linijo imajo 
primarne skeletnomišične celice določene prednosti pri raziskavah. Zaradi ohranjenih 
presnovnih lastnosti donorja so celice bolj variabilne, odzivi pa fiziološko bolj relevantni 
[134]. Slabosti primarnih skeletnomišičnih celic so težak dostop do tkiva, dolgotrajen 
postopek priprave kultur in omejeno število celic za poskuse, ki je posledica omejenega 
števila delitve teh celic.  
Pri zasnovi poskusa in izbiri ustreznega celičnega eksperimentalnega modela je potrebno 
dobro pretehtati prednosti in slabosti, ki jih nudi posamezni celični model. Jasno je, da 
podganje skeletnomišične celice L6 ostajajo eksperimentalni model in ne replika odrasle 
človeške mišice in da celice v kulturi ne morejo posnemati vseh odzivov tkiva in vivo, saj 
so mišice kompleksen organ, ki poleg mišičnih celic vsebuje še številne druge celice in 
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zunajcelične komponente. Vendar pa so odzivi v izolirani podganji ali človeški mišici 
primerljivi s tistimi, ki jih merimo v skeletnomišičnih celicah L6 [133]. 
5.5.3 Prednosti in slabosti prenosa western 
Glavna analizna metoda naše naloge je bil prenos western, ena najpogosteje uporabljenih 
kvalitativnih in semi-kvantitativnih tehnik za določanje proteinov v raziskavah in 
diagnostiki. Prav tako kot druge metode ima tudi ta svoje prednosti in slabosti. Prva večja 
prednost prenosa western je občutljivost, saj s to metodo zaznamo zelo nizke količine 
proteina - na nano ali celo pikogramski skali [69]. Druga prednost te metode pa je 
specifičnost. Zaradi afinitete protiteles do specifičnih proteinov lahko tarčni protein 
selektivno zaznamo v mešanici več 100.000 različnih proteinov. Vseeno moramo biti pri 
interpretaciji rezultatov previdni, saj lahko kljub občutljivosti in specifičnosti metode 
dobimo napačen rezultat. Protitelo lahko reagira z netarčnim proteinom, kar vodi v lažno 
pozitiven rezultat. Glavne pomanjkljivosti prenosa western so nespecifičnost nekaterih 
protiteles, majhno linearno območje detekcije na filmih (te počasi nadomeščajo kamere z 
večjim območjem linearnosti) in to, da je metoda samo semi-kvantitativna.  
5.5.4 Možne izboljšave eksperimentalnega pristopa in predmet nadaljnjih 
raziskav  
Večji del rezultatov pri raziskovanju vpliva inzulina, adrenalina ter različnih 
farmakoloških aktivatorjev na AMPK smo pridobili z merjenjem fosforilacije proteinov, 
preostanek rezultatov pa z merjenjem privzema glukoze. Aktivnost AMPK smo ocenili 
le posredno, na podlagi fosforilacije ACC Ser79. Boljši vpogled v aktivacijo AMPK bi 
dobili z neposrednim merjenjem aktivnosti AMPK. Aktivnost AMPK bi lahko določili z 
različnimi kinaznimi testi kot so nizkozmogljivi radioaktivni test [135] in kinazni testi na 
osnovi HPLC [136], ali visokozmogljivimi kinazni testi na osnovi fluorescenčnih oznak 
[137]. Poleg Akt bi lahko preverili tudi aPKC, ki prav tako sodeluje pri stimulaciji 
privzema glukoze z inzulinom [138]. Z utišanjem ali inhibiranjem Akt in aPKC bi z večjo 
gotovostjo potrdili njuno vlogo pri uravnavanju AMPK v skeletnomišičnih celicah L6. 
Za potrditev vpliva adrenalina na AMPK preko PKA bi lahko utišali ali inhibirali PKA. 
Dodatno bi lahko analizirali še s PKA stimulirano regulatorno fosforilacijo AMPKα 
Ser173, ki inhibira aktivnost AMPK [28].  
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Med raziskovanjem smo opazili podobnost vpliva inzulina in adrenalina na fosforilacijo 
AMPK in njun vpliv na privzem glukoze v skeletnomišičnih celicah L6. Ena od idej, ki 
bi razložila podobne učinke hormonov z nasprotujočima vlogama v fiziološkem 
kontekstu je lahko prekrivajoča substratna specifičnosti kinaz Akt in PKA, ki fosforilirata 
iste ostanke številnih tarčnih proteinov [139, 140]. Z nadaljnjim raziskovanjem 
molekularnih mehanizmov kinaz Akt in PKA bi prišli do boljše razlage za njuno podobno 
učinkovanje na fosforilacijo inuravnavanje AMPK. Vsekakor so potrebne nadaljnje 




6.  ZAKLJUČEK 
Naše raziskovanje učinkov inzulina, adrenalina ter farmakoloških aktivatorjev AMPK na 
fosforilacijo in aktivnost AMPK v podganjih skeletnomišičnih celicah L6 nas je pripeljalo 
do naslednjih zaključkov:  
1. Inzulin je spodbudil fosforilacijo AMPKα Ser485, zmanjšal fosforilacijo AMPKα 
Thr172 in aktivnost AMPK (ocenjeno z merjenjem fosforilacije ACC Ser79). 
Rezultati naših poskusov so tako podprli prvo hipotezo.  
2. Adrenalin je spodbudil fosforilacijo AMPKα Ser485, zmanjšal fosforilacijo 
AMPKα Thr172 in aktivnost AMPK (ocenjeno z merjenjem fosforilacije ACC 
Ser79). Rezultati naših poskusov niso skladni z drugo hipotezo.  
3. Predhodna stimulacija z inzulinom ali adrenalinom je zmanjšala učinke A-769662 
na fosforilacijo AMPKα Thr172, vendar povečala učinke A-769662 na 
fosforilacijo AMPKα Ser485. Prav tako sta hormona na enak način vplivala na 
fosforilacijo AMPK, predhodno stimulirane z A-769662. Naši rezultati tako le 
delno podpirajo tretjo hipotezo.  
4. Večina znanih aktivatorjev AMPK (AICAR, A-769662, 2-deoksiglukoza, H2O2, 
kombinacija okadaične kisline in A-769662, ionomicin ter metformin) spodbudi 
fosforilacijo AMPKα Thr172 v kulturi skeletnomišičnih celic L6. Nekateri med 
njimi (2-deoksiglukoza, H2O2, kombinacija okadaične kisline in A-769662) 
spodbudijo tudi fosforilacijo AMPKα Ser485. Salicilat ter okadaična kislina na 
fosforilacijo AMPKα Thr172 nista imela učinka. Naši rezultati tako le delno 
podpirajo četrto hipotezo.  
5. Adrenalin je povečal bazalni in z inzulinom spodbujen privzem glukoze v 
skeletnomišičnih cevčicah L6, kar nasprotuje naši peti hipotezi.  
 
Naše ugotovitve kažejo na to, da oba hormona, anabolni inzulin in katabolni adrenalin, 
kljub njuni znani nasprotujoči si vlogi, podobno vplivata na fosforilacijo AMPK v kulturi 
skeletnomišičnih celic L6. Tako smo s poskusi naredili korak naprej k boljšem 
poznavanju vpliva hormonov in farmakoloških aktivatorjev na AMPK. Naši rezultati so 
lahko podlaga za nadaljnje raziskovanje vpletenosti inzulina in adrenalina v uravnavanje 
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Med raziskovanjem je bil del rezultatov magistrske naloge predstavljen na 13. 
mednarodnem srečanju Slovenskega biokemijskega društva (SBD) v Dobrni, med 
24. in 27. septembrom 2019. Raziskovalno delo in rezultate smo predstavili v obliki 
kratkega povzetka v knjigi povzetkov (priloga 1) in posterja, ki je bil nagrajen z 
nagrado za najboljšo predstavitev (priloga 2).  
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Priloga 2: Poster, predstavljen na 13. mednarodnem srečanju SBD v Dobrni. 
 
